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Résumé 
Le système hématopoïétique est composé d'une vaste gamme de types cellulaires 
afin de remplir ses nombreuses fonctions. D'un point de vue moléculaire, les facteurs de 
transcription hémato-spécifiques sont les principaux régulateurs de cette diversité. Ils 
régulent spatio-temporellement l'expression de leurs gènes-cibles et déterminent ainsi le 
comportement cellulaire. Les facteurs de transcription interagissent au sein de complexes 
multi-protéiques et les différentes combinaisons procurent toute la versatilité et 
l'adaptabilité requises au système hématopoïétique. Les complexes transcriptionnels 
nucléés par le facteur de transcription hémato-spécifique SCL/T AL-l constituent un 
modèle pour l'étude des interactions combinatoires. SCL est un régulateur-clé de 
l'hématopoïèse affectant particulièrement deux compartiments cellulaires: les cellules 
souches et les érythrocytes. Afin d'activer ou de réprimer l'expression de ses gènes-cibles, 
SCL doit interagir avec plusieurs partenaires protéiques, dont les facteurs E2A, GA TA-l, 
LM02 et LDB 1. En fonction du contexte cellulaire, la combinatoire des partenaires varie, 
ce qui permet l'activation des programmes génétiques appropriés. 
L'objectif de ma thèse doctorale était de décortiquer le complexe SCL afin 
d'identifier de nouveaux partenaires protéiques et de mettre en lumière de nouveaux 
mécanisme~ régulant le système hématopoïétique. Dans la première partie de ma thèse, j'ai 
purifié les complexes SCL des érythrocytes, puis analysé leur composition par 
spectrométrie de masse. J'ai ainsi pu identifier le co-répresseur transcriptionnel ET02. J'ai 
démontré que le ratio stœchiométrique des activateurs/co-répresseur (SCLIET02) liés sur la 
chromatine détermine l'état d'activation transcriptionnelle d'un gène-cible. L'association 
d'ET02 au complexe SCL lui permet de restreindre l'expression des gènes associés à la 
différenciation, tels que la glycophorine A et l'hémoglobine-alpha. ET02 réprime aussi des 
gènes de prolifération, comme p2i et Gfi-i b, deux inhibiteurs du cycle cellulaire. Au cours 
de la différenciation, les ratios d'ET02 dans les complexes activateurs diminuent, 
permettant l'activation des programmes génétiques et la différenciation terminale 
accompagnée d'un arrêt prolifératif. En somme, ET02 gouverne la transition 
prolifération/différenciation de la lignée érythrocytaire. 
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L'effet d'ET02 sur la prolifération des cellules érythrocytaires m'a directement 
conduite à la deuxième partie de ma thèse, où j'ai exploré son rôle dans l'auto-
renouvellement des cellules souches hématopoïétiques. J'ai constaté que la surexpression 
d'ET02 induit fortement leur auto-renouvellement, essentiellement en bloquant leur 
potentiel de différenciation vers toutes les lignées. La cellule souche ne peut alors plus 
amorcer sa différenciation, impliquant que chaque division cellulaire entraîne un 
doublement de la population souche et crée ainsi une congestion cellulaire importante, vue 
l'ampleur de l'expansion engendrée. ET02 représente un des rares facteurs identifiés 
capable de produire une expansion d'une telle envergure des cellules souches. 
L'identification et la caractérisation de ET02 m'ont permis d'aborder deux thèmes 
fondamentaux de l'hématopoïèse, mais aussi de la biologie développementale: 1) la 
coordination de la' prolifération et de la différenciation cellulaire et 2) l'auto-
renouvellement des cellules souches. La combinatoire des complexes transcriptionnels est à 
la base de la régulation de l'expression génique et la découverte de nouveaux partenaires, 
comme ET02, apporte un nouvel éclairage à des phénomènes biologiques encore ' 
incompris, mais qui auront de répercussions majeures dans les thérapies utilisant les 
cellules souches. 
Mots-clés: Hématopoïèse, Transcription, SeL, ET02, érythropoïèse, cellule souche, auto-
renouvellement 
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Abstract 
The hematopoietic system is composed of multiple cell types required to accomplish 
its numerous functions. From a molecular point of view, hematopoietic transcription factors 
are crucial regulators of diversity. By spatiotemporally directing genes expression pattern, 
they detennine cellular behaviours and functions. Transcription factors fonn dynamic 
multi-protein complexes that provide flexibility and adaptability for the hematopoietic 
system. Complexes nucleated by the SCLITALI hematopoietic transcription factor are a 
gold standard model for studying dyriamic combinatorial interaction. SCL is an essential 
regulator of hematopoiesis, affecting mainly stem cells and erythrocytes. In order to 
activate or repress target gene expression, SCL interacts with multiple partners, including 
E2A, GAT A-l, LM02 and LDBl. Depending on the cellular context, partner combinations 
are variable, allowing for the appropriate gene program activation or repression. 
The main goal of my PhD thesis was to perform a qualitative global analysis of 
SCL-containing complexes to highlight new mechanisms governing hematopoietic system. 
During the first part of my thesis, 1 have purified SCL complexes from erythrocytes, and 
analysed them by mass spectrometry. 1 then identified the co-repressor ET02. 1 have shown 
that stoichiometric ratio of activator/co-repressor (SCLIET02) bound on chromatin 
determines the transcriptional output of a given SCL-target gene.ET02 interaction with 
SCL complexes diminished the expression of differentiation genes (glycophorin A and 
globin-alpha), as well as anti-proliferation genes, like the cell cycle inhibitors p2I and 
Gji-I b. During differentiation, ET02 ratio within SCL complex is diminished, releaving 
transcriptional repression, allowing thus proliferation cessation and terminal differentiation 
to occur. Thereby, ET02 governs the transition of proliferation to differentiation in the 
erythroid lineage. 
The ET02 proliferation effect on erythroid progenitor led me toward the second 
part of my thesis, in which 1 investigated the role of ET02 in stem cell self-renewal. 1 have 
observed that the overexpression of ET02 greatly favours self-renewal, mainly by 
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preventing stem cell differentiation potential. In this context, stem cells can not initiate 
differentiation process, resulting in the doubling of the stem cell population for each cell 
division and exceeding the bone marrow niche capacity. ET02 constitutes one of the very 
few identified factor stimulating a stem cell expansion ofthis magnitude. 
ET02 identification and characterization have allowed me to explore two central 
themes of hematopoiesis, but also of developmental biology: 1) the coordination of 
proliferation and differentiation, and 2) stem cell self-renewal. The combinatorial of 
transcription complexes represents the very basis of gene expression regulation and the 
discovery ofnew partners, like ET02, brings on new hopes for stem cell based-therapy. 
Keywords: Hematopoiesis, Transcription, SeL, ET02, Erythropoiesis, Stem cell, Self-
renewal. 
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Avant-propos 
L'information contenue dans le génome est codée sous forme d'ADN, qui doit être 
ensuite transcrit en ARN, puis traduit en protéines. La lecture de ce code se fait 
différemment selon les types cellulaires, permettant la grande diversité fonctionnelle des 
cellules composant un organisme. L'étape de la transcription est cruciale à cette spécificité 
puisqu'elle établira quels ARN messagers seront produits, déterminant ainsi le phénotype 
cellulaire voulu. La régulation transcriptionnelle est en quelque sorte à la base de la 
diversité cellulaire, dont les facteurs de transcription en sont les principaux acteurs. Les 
facteurs de transcription déterminent quels gènes seront activés ou réprimés dans le 
contexte spatio-temporel approprié. Les facteurs de transcription lient directement l'ADN, 
en plus d'interagir avec plusieurs autres protéines, afin de générer des complexes multi-
protéiques. Cette variabilité d'interaction permet la formation de plusieurs complexes aux 
propriétés spécifiques et contribue grandement à la diversité biologique. À ce jour, 
quelques complexes ont été décrits dans la littérature scientifique, mais il reste beaucoup à 
faire avant d'avoir une meilleure vue d'ensemble de tous les complexes transcriptionnels et 
toutes les variations possibles. 
Les complexes multi-protéiques nucléés par le facteur SCL constituent l'outil idéal 
afin d'aborder le thème de la régulation transcriptionnelle et la diversité· cellulaire, qui est 
aussi vaste que complexe. D'abord, le facteur de transcription SCL est essentiel au 
développement du système hématopoïétique, un système tissulaire des mieux caractérisé. 
Étant donné la nature fluide du sang et de la moelle osseuse, l'isolation et la purification de 
ses différentes composantes cellulaires se font déjà depuis plusieurs décennies. Plusieurs 
anomalies pu système hématopoïétique sont directement causées par le mauvais 
fonctionnement de facteurs transcriptionnels. De plus, la perte de fonction de ces facteurs 
compromet l'équilibre du système hématopoïétique. SCL fait partie de plusieurs complexes 
multi-protéiques agissant dans des contextes cellulaires variés; au niveau des leucémies T, 
des cellules méga-érythrocytaires et des cellules souches. L'étude des complexes SCL 
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hématopoïétiques représente donc le modèle idéal afin de poursuivre mes recherches sur la 
régulation transcr~ptionnelle et la diversité fonctionnelle cellulaire. 
La purification in vivo de ces complexes et leur analyse en spectrométrie de masse 
m'ont conduite à l'identification de la protéine ET02, un co-répresseur transcriptionnel. 
Mes recherches ont mis en lumière un nouveau mécanisme de contrôle de la prolifération et 
de la différenciation des pro géniteurs érythrocytaires, ainsi que de l'auto-renouvellement 
des cellules souches. L'approfondissement de nos connaissances sur la régulation 
transcriptionnelle hématopoïétique contribue à hotre compréhension globale du 
développement des autres tissus et néoplasies. Mes recherches doctorales sur la 
transcription s'inscrivent dans cette grande ligne de pensée. 
INTRODUCTION 
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Avant d'exposer mes résultats, il importe d'introduire des concepts pivots de 
l'hématopoïèse et de la régulation transcriptionnelle par les complexes SCL. Je débuterai 
donc par un survol du système hématopoïétique et de ses différents stades de 
développement. J'enchaînerai avec une présentation détaillée du facteur de transcription 
SCL dans la différenciation des érythrocytes et la biologie des cellules souches, en insistant 
sur l'importance des complexes multi-protéiques. J'en profiterai pour faire une analyse 
exhaustive des différents complexes décrits dans la littérature permettant la grande diversité 
du système hématopoïétique. La régulation transcriptionnelle requiert indubitablement la 
modulation de l'état de la chromatine, afin de la rendre accessible à la machinerie de l' ARN 
polymérase. Toutefois, les mécanismes de recrutement des enzymes de modifications de la 
chromatine par les facteurs de transcription n'ont pas encore été élucidés. Les protéines de 
la famille ETO représentent des candidats intéressants puisqu'elles sont des plateformes de 
recrutement de modificateurs de la chromatine, en plus de lier les facteurs de transcription. 
Je finaliserai donc mon premier chapitre par une description détaillée de cette famille 
émergente dans l'étude de la régulation transcriptionnelle. 
1.1 Survol du systènle hématopoïétique et de son développement 
1.1.1 Ontogénie 
Le développement des cellules hématopoïétiques est étroitement lié à celui des 
cellules endothéliales. Elles proviennent d'un précurseur commun, appelé 
l'hémangioblaste ou l'endothélium hémogénique, selon qu'il soit retrouvé dans le sac 
vitellin ou la région AGM dans l'embryon. Bien que ces précurseurs cellulaires n'aient 
jamais été isolés dû aux difficultés techniques inhérentes à la faible quantité de matériel 
disponible à ce stade du développement, plusieurs évidences in vitro et in vivo appuient leur 
existence [revu dans (Park et al., 2005)]. Au cours de la gastrulation, les hémangioblastes 
émergent de la couche ventrale du mésoderme et donnent ensuite naissance aux cellules 
endothéliales et hématopoïétiques détectées dans les î10ts sanguins du sac vitellin au jour 
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7.5 E. L'hématopoïèse primitive dériverait de l'hémangioblaste, tandis que l'hématopoïèse 
définitive proviendrait de l'endothélium hémogénique (hémangioblaste définitif). La 
relation existant entre ces deux types d'hémangioblastes n'est pas claire et il pourrait s'agir 
en fait de la même cellule ayant migré du sac vitellin vers la région de l'AGM et ayant 
acquis de nouvelles propriétés, suggérant l'origine commune de l'érythropoïèse primitive 
et définitive. 
Le développement du système hématopoïétique s'effectue en deux vagues se 
chevauchant spatio-temporellement: l'hématopoïèse primitive et définitive. L'hématopoïèse 
primitive a lieu dans le sac vitellin, un tissu extra-embryonnaire, et ne comprend que trois 
types cellulaires; les érythroblastes nucléés, les mégakaryocytes et les macrophages 
primitifs. Chez la souris, ces cellules primitives sont détectables dès le jour 7.5 post-coït 
(Palis and Yoder, 2001; Baron, 2001), tandis que ces cellules n'apparaissent environ qu'à la 
troisième semaine de gestation chez l 'humain (Peault et al., 2002). Les cellules dérivant de 
l'hématopoïèse primitive apparaissent d'abord dans les structures extra-embryonnaire (îlots 
sanguins du sac vitellin), puis dans l'embryon lui-même' (région Spl-P AGM) dès le jour 
8.25, une fois le cœur en fonction (Jones et al., 2002; McGrath et al., 2003). 
L'hématopoïèse définitive procurera toutes les cellules des lignées lymphocytaires, 
myelocytaires et méga-érythrocytaires retrouvées chez l'adulte. Tout comme les cellules 
primitives, les premières cellules définitives apparaissent d'abord dans le sac vitellin 
(Yoder et al., 1997), mais aussi dans l'embryon lui-même, plus précisément dans la 
splanchnopleure para-aortique (Sp-PA) aux jours 8.5-9.5 p.c.t. (Cumano et al., 1996; Godin 
and Cumano, 2002). Il y a donc un chevauchement spatio-temporel des deux types 
d'hématopoïèse au niveau du sac vitellin. Aux jours 10.5-11.5, les cellules définitives sont 
localisées dans la région aorte-gonade-mésonéphros (AGM) de l'embryon (Medvinsky and 
Dzierzak, 1996). Les cellules transiteront ensuite vers le foie fœtal qui devient la source 
majeure de cellules hématopoïétiques jusqu'à peu de temps avant la naissance. La moelle 
osseuse deviendra ensuite le principal site d'hématopoïèse tout au long de la vie. Toutes les 
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lignées cellulaires retrouvées dans le sang dérivent de la cellule souche hématopoïétique de 
la moelle osseuse. 
1.1.2 Homéostasie du système hématopoïétique 
La cellule souche hématopoïétique est à la base du système hématopoïétique et doit 
être maintenue dans un état d'équilibre strict permettant à la fois la production suffisante de 
cellules matures de courte durée de vie et la conservation d'un nombre suffisant de cellules 
souches, afin de répondre à la demande en cellules matures pour toute la durée de vie. Elle 
oscille donc constamment entre différents états de survie et de différenciation représentés à 
la Figure 1-1. L'intégration de signaux intrinsèques et extrinsèques va la pousser vers des 
réponses positives de survie et de maintien (auto-renouvellement) et des réponses négatives 
la conduisant vers l'inactivité cellulaire (quiescence et apoptose) ou la différenciation [revu 
par (Akala and Clarke, 2006)]. La différenciation est associée avec une perte progressive du 
potentiel prolifératif. Ainsi, toute l'énergie de la cellule sera canalisée dans l'acquisition des 
fonctions spécifiques à sa lignée. 
Bien que les cellules souches aient un potentiel prolifératif élevé, la majorité des 
cellules souches résident dans un état de quiescence, c'est-à-dire dans la phase Go du cycle 
cellulaire (Fleming et al., 1993; Gothot et al., 1997; Leemhuis et al., 1996; Randall and 
Weissman, 1997). Le maintien de cet état de quiescence est essentiel pour protéger le pool 
de cellule souche d'une extinction prématurée (Mauch et al., 1995; Hodgson et al., 1982). 
Selon le modèle de succession clonale élaboré par Kay (KA Y, 1965), les cellules souches 
sortant de l'état de quiescence ne pourraient pas retourner en arrière et seraient donc 
condamnées à une mort certaine par différenciation ou apoptose. Ce modèle de succession 
implique donc une suite, un remplacement constant des cellules souches nourrissant le 
compartiment des cellules matures. Le modèle de stabilité clonai stipule plutôt que la 
population de cellule souche est très dynamique et peut, une fois activée en G" retourner à 
l'état de quiescence (McKenzie et al., 2006). 
la cellule souche hématopol'étlque 
auto-
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Figure 1-1. La cellule souche dans tous ses états 
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La plupart des cellules souches hématopoïétiques résident en phase Go du cycle cellulaire. 
Cet état de quiescence permet de protéger le pool de cellules souches d'un épuisement 
prématuré. Lorsque les cellules s'activent et entrent en G" elles peuvent alors soit entrer 
vers un processus de mort (apoptose), s'auto-renouveler ou s'engager vers la 
différenciation. Au cours de la différenciation, elle perdra son potentiel prolifératif au profit 
de sa spécialisation fonctionnelle. 
) 
Deux options s'offrent aux cellules souches engagées dans la division cellulaire: la 
différenciation ou l'auto-renouvellement. L'auto-renouvellement est une caractéristique 
propre aux cellules souches et garantit l'intégrité du système hématopoïétique pour la durée 
de vie de l'organisme. L'auto-renouvellement permet la production d'au moins une cellule-
fille identique à la cellule-mère, conservant ainsi la source du système. La Figure 1-2 
illustre les différents scénarios observés lors de la division de la: cellule souche: la division 
symétrique générant deux cellules souches ou celle générant deux progéniteurs, et la 
division asymétrique générant un pro géniteur et une cellule souche. Ce dernier type de 
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division conduira à un auto-renouvellement de maintien, puisqu'il y a d'une part maintien 
du nombre de cellule souche et d'autre part production d'une cellule engagée dans la 
différenciation. Dans le cas d'une division symétrique vers deux cellules en différenciation, 
il y aura une perte nette de cellule souche. Si deux cellules-filles identiques à la cellule 
mère sont produites, il y a un auto-renouvellement dit d'expansion. Au cours du 
développement, l'auto-renouvellement d'expansion a lieu au niveau du foie fœtal afin 
d'établir le nombre de cellules souches nécessaires à toute la durée de vie de l'organisme. 
Par contre, dans la moelle osseuse, il s'agit plutôt d'un auto-renouvellement de maintien 
qui permet l'homéostasie tout au long de la vie adulte. En situation de stress (irradiation de 
la moelle osseuse, leucémies), l'auto-renouvellement d'expansion peut aussi avoir lieu dans 
la moelle osseuse. 
À cause de leur fonction qui s'étend sur une longue période (i.e., la durée de vie de 
l'organisme), les cellules souches sont plus résistantes à l'apoptose que d'autres types 
cellulaires [revu par (Iannolo et al., 2007)]. En effet, les cellules souches et pro géniteurs 
CD34+ expriment des niveaux plus élevés de survivine que les cellules engagées vers la 
différenciation (CD34-) et les cellules mononucléaires du sang (Fukuda and Pelus, 2001). 
La survivine est un membre de la famille des IAP (inhibitor of apoptosis), impliquée dans 
les fonctions anti-apoptotiques, la division cellulaire et le contrôle. du cycle cellulaire (Li et 
al., 1999; Suzuki and Shiraki, 2001). La diminution de l'expression de la survivine en 
fonction du degré de maturation cellulaire pourrait donc expliquer la réduction de la 
protection anti-apoptotique liée à la différenciation cellulaire. 
Division symétrique 
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Figure 1-2. Division symétrique et asymétrique de la cellule souche 
La cellule souche peut se diviser selon trois scénarios: 1) la division symétrique génère 
deux cellules filles souches identiques, menant à une expansion de ce pool; 2) la division 
symétrique peut aussi engendrée deux progéniteurs, résultant en une perte nette de cellules 
souches et 3) la division asymétrique permet l'auto-renouvellement de maintien. 
1.2 Le facteur de transcription SeL 
Le facteur de transcription SCL fait partie de la famille des HLH (<<Helix-Loop-
Helix »). Contrairement au HLH de classe A dont l'expression est ubiquitaire, SCL est 
exprimé spécifiquement au niveau des systèmes hématopoïétique, endothélial et neuronal 
(Kallianpur et al., 1994; Elefanty et al., 1999; Green et al., 1992; Drake et al., 1997; Drake 
and Fleming, 2000). Ses fonctions au sein du système neuronal commencent à peine à être 
connues. Toutefois, ses rôles au niveau du système hématopoïétiques sont clairement 
établis, bien que de nouvelles fonctions restent à découvrir. Plus spécifiquement, SCL est 
exprimé dans les cellules souches hématopoïétiques et les précurseurs pluripotents primitifs 
(Brady et al., 1995; Hoang et al., 1996; Lacombe et al., 2008), dans les cellules CD34+, les 
mastocytes et les mégakaryocytes, (Brady et al., 1995; Pulford et al., 1995; Mouthon et al., 
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1993) ainsi que dans les cellules érythrocytaires matures (Hoang et al., 1996; Aplan et al., 
1992). Ce patron d'expression hémato-spécifique est en accord avec la multitude de rôles 
qu'exerce SCL, aussi bien dans les cellules souches que les cellules différenciées du 
système hématopoïétique. 
1.2.1 La polyvalence de SeL 
1.2.1.1 seL et les leucémies T 
Le facteur de transcription SCL a d'abord été identifié chez'un patient leucémique 
présentant la translocation t(1; 14). Cette translocation provoque l'expression aberrante de 
SCL dans les thymocytes, un type cellulaire ne l'exprimant normalement pas [revu par 
(Begley and Green, 1999)]. D'autres modifications génétiques engendrant l'activation 
anormale de SCL dans les thymocytes ont par la suite été rapportées : translocations avec 
d'autres chromosomes, délétions interstitielles et mutations. Globalement, l'activation de 
SCL aurait lieu dans plus de 60% des cas de T -ALL humain (Bash et al., 1995). Cette 
grande prévalence lui suggère un rôle important dans le développement des leucémies T, 
mais aussi comme régulateur de l'hématopoïèse normale. Des analyses de perte et de gain 
de fonctions ont confirmé son caractère essentiel pour l 'hématopoïèse normale [revu par 
(Lecuyer and Hoang, 2004)]. En outre, SCL est requis pour la formation de 
l'hémangioblaste, le développement des cellules souches, l'angiogénèse et le 
développement de la lignée érythrocytaire (voir Figure 1-3). 
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Figure 1-3. SeL régule plusieurs fonctions du système hématopoïétique 
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Les pertes de fonction de SeL (traits obliques) ont permis de démontrer ses fonctions dans 
la formation de l'hémangioblaste, l'angiogénèse, l'établissement et le maintient des cellules 
souches et le développement des cellules érythrocytaires. L'activation atypique de SeL 
(flèche à moitié vide) dans les cellules T en développement conduit à l'apparition de 
leucémies lymphocytaires. 
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1.2.1.2 Le rôle de SeL dans la formation de l'hémangioblaste et de la cellule souche 
hématopoïétique 
Chez la souris, l'ablation génétique de Sel entraîne la mort embryonnaire causée par 
une absence de cellules sanguines primitives et définitives (Shivdasani et al., 1995; Robb et 
al., 1995; Robb et al., 1996; Porcher et al., 1996). Ce défaut peut être corrigé par 
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l'expression ectopique de Sel avant l'initiation de l'hématopoïèse (Porcher et al., 1996), 
démontrant le caractère essentiel de SCL pour l'établissement du système hématopoïétique 
à partir du mésoderme. SCL est aussi important pour l'établissement de l'hématopoïèse 
définitive puisque des cellules embryonnaires souches (ES) scrl- injectées dans des 
blastocytes contribuent à la formation de tous les tissus de l'organisme, sauf à ceux des 
lignées hématologiques (Robb et al., 1996; Porcher et al., 1996). Les souris scrl- présentent 
aussi des défauts angiogéniques (Visvader et al., 1998; Shivdasani et al., 1995), suggérant 
l'implication de SCL pour l'angiogénèse et le développement de l'hémangioblaste. Des 
études de gain-de-fonction complémentaire dans le poisson zèbre et Xenopus mettent aussi 
en relief le rôle essentiel de SCL dans la formation de l'hémangioblaste (Gering et al., 
1998; Mead et al., 1998; Liao et al., 1998). 
Afin d'outrepasser la létalité embryonnaire engendrée par la perte de SCL, la 
création de souris avec ablation conditionnelle a permis d'évaluer son rôle une fois le 
système hématopoïétique formé (Mikkola et al., 2003; Curtis et al., 2004). Les analyses des 
phénotypes murins démontrent très peu de différence de la capacité de repopulation des 
cellules scrl- comparativement aux cellules sauvages, suggérant que SeL n'est pas requis 
pour le maintien des cellules souches. Cependant d'autres études démontrent et supportent 
le rôle de SCL dans le maintien des cellules souches. D'abord, l'analyse détaillée du patron 
d'expression de SCL dans des cellules de moelle osseuse a révélé une forte expression dans 
les cellules souches, qui s'atténue dans les progéniteurs (Lacombe et al., 2008). La 
surexpression de SCL dans les cellules humaines CD34+ (pro géniteurs) augmente leur 
potentiel d'initiation de culture à long terme (LTC-IC) (Ravet et al., 2004); un potentiel 
associé avec les cellules souches et les pro géniteurs immatures in vitro. De plus, 
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l'utilisation d'un dominant négatif de SCL (équivalent indirect d'une perte de fonction de 
SCL par la délétion de son domaine de liaison à l'ADN) inhibe ses capacités de 
repopulation dans des souris irradiées (Kuni sato et al., 2004; Brunet de la et al., 2006), 
suggérant un rôle essentiel pour SCL dans le maintien des cellules souches. Tout 
récemment, Lacombe et al. démontrent clairement le rôle essentiel de SCL dans le maintien 
des cellules souches par des analyses de repopulation à long terme avec des cellules haplo-
insuffisantes pour SCL (Lacombe et al., 2008). Les études qui n'ont pu mettre en valeur la 
fonction de SCL dans le maintien des cellules souches ont probablement été réalisées sur 
une trop courte période de temps, évaluant ainsi l'effet sur les pro géniteurs plutôt que sur 
les cellules souches (Mikkola et al., 2003; Curtis et al., 2004). 
1.2.1.3 SeL est requis pour l'érythropoïèse 
Au cours du développement, l'ARNm Sel est exprimé au niveau des cellules 
érythrocytaires primitives et définitives des îlots sanguins du sac vitellin et au niveau du 
foie fœtal (Elefanty et al., 1999; Kallianpur et al., 1994; Pulford et al., 1995). Il est 
fortement exprimé dans les pro géniteurs érythrocytaires (BFU-E et CFU-E), tandis que son 
expression est atténuée dans les cellules en différenciation terminale (Brady et al., 1995; 
Hoang et al., 1996; Kallianpur et al., 1994). La surexpression de SCL dans les lignées 
cellulaires hématopoïétiques et dans la moelle osseuse ont mis en lumière ses capacités de 
promouvoir le développement de la lignée érythrocytaire (Aplan et al., 1992; Elwood et al., 
1998; Hoang et al., 1996; Valtieri et al., 1998). De plus, des études de récapitulation 
génétique (genetic rescue) et de perte conditionnelle de SCL ont clairement démontré le 
caractère essentiel de SCL pour la différenciation érythrocytaire in vivo (Hall et al., 2003; 
Mikkola et al., 2003; Sanchez et al., 2001). SCL est donc requis pour la formation de la 
lignée érythrocytaire comme en témoigne son patron d'expression et les études de perte et 
de gain de fonction. 
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1.3 Les complexes SeL sont dynamiques et engendrent la 
diversité des programnles génétiques 
Le système hématopoïétique comprend une multitude de types cellulaires et de 
stades de différenciation, allant de l'hémangioblaste aux cellules matures sanguines (voir 
Figure 1-3). Cette grande diversité est régie par des programmes génétiques spécifiques à 
chaque type ou état cellulaire. Toute modification du destin cellulaire passe nécessairement 
par des changements du programme génétique, dont les facteurs de transcription hémato-
spécifiques en sont les principaux régulateurs. L'importance des facteurs de transcription 
dans la diversité génétique est bien illustrée par l'analyse inter-espèces des génomes. Il a 
été suggéré que la complexité biologique des espèces ne correspond pas au nombre de 
gènes d'une espèce donnée, mais plutôt à la quantité de patron d'expression mis en place 
[revu par (Levi ne and Tjian, 2003)]. La régulation transcriptionnelle et les facteurs de 
transcription sont donc au cœur de cette complexité. Plusieurs réseaux de facteurs 
transcriptionnels sont impliqués dans l'établissement de la diversité de l'expression 
génétique du système hématopoïétique (Loose et a1., 2007). Bien que peu de facteurs de 
transcription régulent cette organisation, leur nature combinatoire permet une régulation 
fine et offre la versatilité requise pour le maintien de la diversité [revu par (Orkin, 2000)]. 
Les facteurs de transcription favorisent un environnement propice ou hostile à l'activation 
génique en interagissant et en recrutant des enzymes capables de modifier la chromatine et 
de rapprocher les éléments en cis (enhancers et promoteurs) de l'ADN. 
Le facteur de transcription SCLIT AL-l fait partie de complexes multi-protéiques 
jouant plusieurs rôles au sein du système hématopoïétique. Les activités biologiques de 
SCL découlent de sa structure modulaire, lui permettant d'interagir avec d'autres protéines 
et de lier l'ADN. L'activité transcriptionnelle de SCL passe obligatoirement par le 
recrutement d'un complexe multi-protéique compétent pour agir sur la transcription 
(Lecuyer and Hoang, 2004). Ces complexes dynamiques, dont la composition varie, 
régulent positivement ou négativement une multitude de gènes-cibles en fonction du 
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contexte cellulaire et constituent donc un modèle dans l'étude de la régulation 
transcriptionnelle hématopoïétique. 
1.3.1 La structure protéique de SeL et des protéines E 
Les activités biologiques de SCL reposent principalement sur deux domaines de la 
protéine: son domaine HLH et son domaine basique (voir Figure 1-4). Le domaine HLH 
permet l'homo et l'hétérodimérisation aux membres de la famille des HLH. Ce domaine est 
crucial pour l'hétérodimérisation de SCL avec les membres de la famille des protéines E, 
une sous-famille des protéines HLH composée des facteurs E2A (isoformes E47 et E12), 
E2-2 et HEB. Elles sont exprimées ubiquitairement et représentent les principàles 
partenaires de SCL. Afin de lier directement l'ADN, SCL doit interagir avec les protéines 
E. 
Le domaine basique permet quant à lui la liaison de SCL à l'ADN sur des sites 
consensus appelés boîtes E (CANNTG), préférentiellement 5'-AACAGATGGT-3' (Hsu et 
al., 1994a). La liaison à l'ADN sur les boîtes E requiert l'hétérodimérisation de SCL avec 
les protéines E. Des mutants de délétion du domaine de liaison à l'ADN de SCL ont permis 
de démontrer que, en fonction du contexte cellulaire, l'activité de SCL ne dépend pas 
toujours de sa capacité de lier l'ADN (Porcher et al., 1999; Lecuyer et al., 2002). En effet, 
l'activation du gène c-kit dans les cellules souches est indépendante de l'activité de ce 
domaine (Lecuyer et al., 2002), tandis que l'activation maximale du gène de la 
glycophorine A dans les érythrocytes requiert l'intégrité de ce domaine (Lahlil, Lécuyer, 
Herblot et Hoang, données non publiées). En absence de son domaine basique, SeL peut 
être amené sur place en interagissant avec un large complexe multi-protéique lui-même 
ancré à l'ADN par des sites GATA ou des boîtes GC (Xu et al., 2003; Lahlil et al., 2004; 
Lecuyer et al., 2002; Lecuyer et al., 2002). Le rôle de SCL dans les cellules souches 
(activation de c-kit) pourrait donc être en tant que facteur de nuc1éation du complexe SCL, 
plutôt qu'un facteur d'ancrage à l'ADN. 
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.[ f,~"~ protéines E: HEB, E2-2, E2A 
Figure 1-4. Structure globale des bHLH 
Le domaine basique (b) des facteurs HLH permet la liaison à l'ADN, tandis que le domaine 
HLH favorise leur homo/hétérodimérisation. Les domaines AD (domaine d'activation de la 
transcription) sont impliqués dans le recrutement de co-activateurs et de la machinerie 
transcriptionnelle. 
Bien que le domaine de liaison à l'ADN puisse être accessoire à la régulation de ses 
gènes-cibles, son hétérodimérisation avec les protéines E est absolument requise (Lecuyer 
et al., 2002). Les protéines E possèdent deux domaines d'activation (AD1 et AD2) de la 
transcription important pour recruter des co-activateurs transcriptionnels (Massari et al., 
1999). SCL possède aussi un domaine de transactivation dans sa portion en N-tennina1 
(voir Figure 1-4) (Hsu et al., 1994; Wadman et al., 1994b; Sanchez-Garcia and Rabbitts, 
1994). Toutefois, aucune étude ne supporte un rôle bien défini pour ce domaine. En effet, 
la protéine SCL existe sous trois isoformes principales: la protéine pleine longueur de 
42 KDa et deux plus courtes versions de 39 et 22 KDa (Cheng et al., 1993; Pulford et al., 
1995). La protéine de 22 KDa est produite par la lecture d'un cadre alternatif de traduction 
qui omet le domaine de transactivation (Calkhoven et aL, 2003), mais est quand même 
capable de réguler la transcription (Tremblay et al., 2004) et d'induire des leucémies chez 
la souris (Aplan et al., 1997). La liaison obligatoire de SeL avec les protéines E assurerait 
15 
donc la présence de domaines d'activation capables de recruter la machinerie 
transcriptionnelle. 
1.3.2 Les complexes SeL dans la cellule érythrocytaire 
1.3.2.1 La naissance du modèle pentamérique: le cœur du complexe 
Le concept du complexe SCL découle d'abord d'observations indirectes et de 
l'identification de quelques facteurs de transcription ayant le même phénotype que SCL 
lorsque mutés. Chez la souris, les pertes de fonction individuelles des facteurs de 
transcription LM02 (Warren et al., 1994) et SCL (Shivdasani et al., 1995) engendrent.la 
mort causée par des anomalies de formation de l'érythropoïèse du sac vitellin. Un blocage 
du développement érythrocytaire est aussi observé dans les cellules dépourvues de 
GATA-l (Pevny et al., 1991; Simon et al., 1992; Orkin, 1992; Weiss et al., 1994). 
L'implication des facteurs GATA-l, LM02 et SCL dans l'érythropoïèse laisse suggérer 
une étroite collaboration fonctionnelle. Il était aussi connu que LM02 et SCL étaient tous 
deux activés par des translocations chromosomiques dans les leucémies de type T -ALL 
(Rabbitts, 1994), renforçant l'idée de collaboration. De plus, l'hétéro-complexe 
LM02/SCL avait déjà été observé dans des cellules érythrocytaires (Valge-Archer et al., 
1994; Wadman et al., 1994a). Suite à ces observations, Osada et al. ont démontré pour la 
première fois la présence de complexes l11ulti-protéiques contenant SCLlLM02/GATA-l à 
l'aide d'immuno-précipitation d'extraits protéiques provenant de la lignées cellulaire MEL, 
une lignée cellulaire dérivée à partir d'w1e érythroleucémie murine induite par le virus de 
Friend (Osada et al., 1995). Toutefois, il n'existait alors aucune preuve que ce complexe 
liait l'ADN et activait des gènes érythrocytaires. 
Des essais de CASTing (sélection in vitro de sites de liaison de haute affinité) avec 
des extraits nucléaires de cellules MEL ont permis d'isoler des séquences consensus 
enrichies par la liaison de LM02: une boîte E suivie d'un site GATA, espacés de 8-10 
paires de bases (Wadman et al., 1997). Tel que présenté dans la section précédente, les 
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boîtes E sont les sites de liaison préférentiels pour les hétérodimères SCLIE2A. Le site 
GA TA (XGA T AR) est quant à lui directement lié par les membres de la famille du même 
nom. LM02 qui ne lie pas directement l'ADN agirait donc comme un pont entre l'hétéro-
dimère SCLlE2A et la protéine GAT A -1, chacun lié à leur site respectif sur l'ADN. 
Indépendamment, la protéine LDBl a été identifiée comme partenaire de LM02 et LMOI 
(Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996), suggérant sa participation au complexe 
SCLlLM02/GATA-1. L'utilisation de la séquence boîte El GATA et d'extraits protéiques 
érythrocytaires (essais de retardement sur gel) a permis de mettre en évidence le complexe 
pentamérique SCLlE2A/GATA-l/LM02/LDBI (Wadman et al., 1997), considéré 
maintenant comme le cœur du complexe SCL. Mis à part LDB1, chacun de ses membres à 
un rôle bien défini et essentiel dans l'hématopoïèse et le développement des leucémies, tel 
que présenté dans le Tableau 1-1. 
Tableau 1-1. Les facteurs formant le complexe pentamérique et leurs fonctions dans le 
développement hématopoïétique normal et pathologique 
Complexe SCL Leucémie Hématopoïèse normale 
SCL T-ALL Hémangioblaste ; cellule souche; 
Érythropoïèse 
LM02 T-ALL Cellule souche; érythropoïèse 
GATA-I AML(M7) Lignée méga-érythrocytaire 
E2A B-ALL Développement des cellules B et T 
LDBI formation d'îlots sanguins du sac vitellin 
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1.3.2.2 Les gènes-cibles érythrocytaires du complexe pentamérique 
1.3.2.2.1 La glycophorine A (GPA) 
Le premier gène cible du complexe SCL identifié fût celui de la glycophorine A 
(GpA). La GP A fait partie de la famille des glycophorines, des protéines membranaires 
abondantes retrouvées en surface des érythrocytes. Les glycophorines exercent 
principalement des fonctions mécaniques au niveau des érythrocytes et participent à la 
résistance contre certains parasites, comme Plasmodiumfalciparum (Chasis and Mohandas, 
1992; Chishti et al., 1996). Lors de la surexpression de SCL dans les cellules TF-1 (lignée 
cellulaire pouvant être induite vers les voies érythrocytaire ou monocytaire), les niveaux de 
GPA augmentent de façon considérable (Hoang et al., 1996). Par la suite, l'équipe du Dr. 
Hoang a démontré par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) la liaison in vivo du 
complexe SCL sur le promoteur de la GPA (Lahlil et al., 2004). Le promoteur de la GPA 
contient deux sites GAT A et une boîte E importants pour la liaison du complexe. Des essais 
de retardement sur gel ont permis de démontrer l'importance de SCL comme facteur de 
nuc1éation du complexe. En absence de SCL, les facteurs LM02, GATA-1, et LDB1 et 
E2A ne forment qu'un complexe de faible poids moléculaire sur l'ADN. Par contre, l'ajout 
de SCL ou de seulement son domaine bHLH permet la formation d'un complexe de haut 
poids moléculaire capable de transactiver les gènes érythrocytaires. SCL est donc un 
important facteur de nuc1éation dans la formation du complexe. 
1.3.2.2.2 Les autres gènes érythrocytaires régulés par SeL 
À l'instar des glycophorines, les protéines P4.2 exercent des fonctions de structure 
et de charge au niveau des érythrocytes matures et sont aussi des cibles directes de la 
régulation transcriptionnelle du complexe SCL (Xu et al., 2003). La région recrutant le 
complexe est localisée au niveau du promoteur proximal et composée de deux éléments 
GATA-boîte E, dont l'intégrité est essentielle pour l'activation transcriptionnelle. 
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Les gènes de l'alpha et de la beta-globine sont aussi des cibles du complexe SCL 
(Bender et al., 2000; Elnitski et al., 1997; Anguita et al., 2004). Anguita et al ont démontré 
que le complexe SCL pentamérique occupait des sites hypersensibles du LCR de l'alpha-
globine et que le degré d'occupation augmentait en fonction de la différenciation cellulaire. 
Dans les pro géniteurs érythrocytaires, l'alpha-globine n'est pas encore produite, bien que le 
complexe SCL soit déjà lié sur la chromatine. Le gène est alors prêt à être exprimé, mais 
d'autres événements sont requis afin de recruter efficacement l' ARN polymérase II et 
enclencher la transcription. Dans les cellules plus matures, Anguita et al ont démontré que 
l'ARN polymérase II est effectivement recrutée au niveau du promoteur, corrélant avec 
l'activation de l'alpha-globine (Anguita et al., 2004). La liaison du complexe SCL favorise 
probablement le recrutement de la polymérase en maintenant une concentration locale 
élevée de facteurs, établissant ainsi un environnement propice à la transcription (Tolhuis et 
al., 2002; Hatzis and Talianidis, 2002). 
Le complexe SCL contrôle aussi la régulation de GAT A-l (Vyas et al., 1999), 
assurant ainsi la fonnation de complexes SCL compétents pour activer le programme 
érythrocytaire. Le facteur de transcription EKLF, essentiel à l'érythropoïèse (Coghill et al., 
2001), représente une cible potentielle du complexe SCL. Le promoteur contient une 
séquence régulatrice composée d'un site GAT A et de boîtes E fortement liés par un 
complexe contenant SCLIGATA-I in vivo (Rodriguez et al., 2005). 
Le complexe SCL régule donc l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la 
différenciation érythrocytaire. Il induit l'expression de la GpA et de p4.2, deux protéines de 
structure, l'expression des globines essentielles à la fonction de transport de l'oxygène, 
ainsi que l'expression d'autres facteurs de transcription importants pour l'érythropoïèse, 
tels GATA-l et EKLF. Le complexe SCL active ainsi une batterie de gènes essentiels à la 
différenciation tenninale érythrocytaire, agissant comme complexe directeur de cette lignée 
(voir Figure 1-5). 
Gènes érythrocytaires: 
GATA-1 
EKLF 
Globines 
GPA 
P4.2 
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Figure 1-5. Modèle pentamérique du complexe SCL dans l'activation de gènes 
érythrocytaires 
Les hétérodimères SCLlE2A sont recrutés aux boîtes E (E), tandis que la protéine GAT A-1 
se lie aux sites GATA (G). La protéine LM02 recrute LDB1 et permet de faire le pont entre 
SCL et GAT A. Ces complexes sont retrouvés au niveau des promoteurs proximaux, mais 
aussi des LCR des gènes de l'alpha et de la beta-globine. 
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1.3.3 La cellule souche hématopoïétique 
Bien que la fonction de SCL dans les cellules souches soit bien établie, l'étude des 
complexes SCL dans ce compartiment cellulaire est compliquée par la rareté inhérente aux 
cellules souches ainsi que la difficulté d'isoler des populations pures. Néanmoins, il est 
possible d'inférer un modèle de complexe SCL dans les cellules souches à partir du 
complexe pentamérique des cellules érythrocytaires, combiné aux analyse d'expression des 
facteurs de transcription, de gènes cibles et de co-occupation des promoteurs. 
1.3.3.1 Le gène-cible c-kit 
Le récepteur tyrosine kinase C-KlT est essentiel à la prolifération, le maintien et la 
survie des cellules souches (Chabot et al., 1988; Thoren et al., 2008). Il constitue le premier 
gèl!e-cible identifié du complexe SCL jouant un rôle au niveau des cellules souches 
(Lecuyer et al., 2002). Le promoteur proximal de c-kit ne possède ni boîte E ou site GA TA 
susceptibles d'êtres liés par SCLlE2A ou les protéines GATA, mais une boîte GC, une 
séquence consensus liée par les facteurs SPI de la famille des doigts de zinc. La présence 
de la boîte GC a permis d'identifier la protéine SPI en tant que nouveau facteur de liaison 
du complexe SCL. Par des essais de retardement sur gel et des ChIP, Lécuyer et al. 
démontrent que le complexe SCLIE2A1GATA-2/LM02/LDBI est assemblé sur le 
promoteur de c-kit via SPI. Au niveau des cellules immatures, GATA-2 substitue à 
GATA-I dans la formation des complexes SCL. Le rôle du facteur GATA-2 prédomine 
dans les cellules souches, tandis que GATA-I exerce principalement ses fonctions dans les 
cellules érythrocytaires, corrélant avec leur patron d'expression respectif (Ohneda and 
Yamamoto, 2002). En transactivation t~ansitoire, GATA-2 est plus efficace que GAT A-I 
pour transactiver c-kit, alors que pour l'activation de la GpA, un gène érythrocytaire, 
GATA-I prévaut (Lahlil et al., 2004). Le noyau du complexe SCL dans les cellules souches 
diffère donc sensiblement de celui retrouvé dans les cellules érythrocytaires par la 
substitution de GATA-l par GATA-2. 
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Il a été démontré que d'autres protéines peuvent interagir avec ce complexe. Par 
exemple, le recrutement de la protéine du rétinoblastome (pRB) au complexe SeL réprime 
l'expression de c-kit dans les cellules érythroblastiques (Vitelli et al., 2000), empêchant 
l'expression d'un gène non pertinent pour le compartiment érythrocytaire (voir Figure 1-6). 
En modulant la composition du complexe, la cellule peut ainsi être programmée vers la 
lignée érythrocytaire. Ces complexes dynamiques sont directement impliqués dans la 
transition de l'état prolifératif des progéniteurs (activation de c-kit) vers la différenciation 
des cellules terminales (activation de GpA et répression de c-kit). Étonnamment, les 
protéines G{\TA-l ou 2 ne feraient pas partie de ce complexe SCLlpRB. Le groupe de 
Orkin a déjà démontré qu'un complexe multi-protéique composé de SeL, E2A, Lmo2 et 
LDBl, sans GATA-2, peut s'assembler sur une seule boîte E (Visvader et al., 1997). Ces 
variations nous indiquent que le complexe SeL est très dynamique et que les différents 
partenaires déterminent l'activation ou la répression génique. 
Modèle activateur des 
gènes associés au main-
tien et la prolifération des 
cellules souches 
Modèle répresseur des 
gènes de prolifération 
dans un contexte érythro-
blastique 
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c-kit 
Figure 1 ~6. Le complexe SCL peut activer ou réprimer c-kit en fonction de ses partenaires 
et du contexte cellulaire 
En présence de GATA-2, le complexe SCL active le gène c-kit. Par contre, la présence de 
pRb au sein du complexe réprime cette expression et permet à la cellule de s'engager vers 
la différenciation érythrocytaire par l'activation des gènes-cibles du complexe. 
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1.3.3.2 AML1: un autre gène-cible du complexe 
Outre c-kit, le complexe SCL régule aussi d'autres gènes importants pour la cellule 
souche. Récemment, des études chez le poisson zèbre ont démontré que AML1 constitue 
l'une des cibles de SCL (Patterson et al., 2007; Patterson et al., 2005). Le facteur de 
transcription AMLI gouverne l'émergence des cellules souches définitives (Okuda et al., 
1996). Chez la souris, une variante du complexe pentamérique SCL a été détectée sur le 
gène Amll (Nottingham et al., 2007). La région enhancer +23 contient des motifs GATA et 
Ets essentiels à l'expression d'Amll dans les cellules souches définitives murines. Les 
facteurs SCL/GATA-2/LM02/LDB1/Ets (Fli-1 en particulier) s'assemblent sur cette 
région, dirigeant ainsi l'expression d'Amll dans les cellules souches. Cette région enhancer 
contient aussi des boîtes E, correspondant aux sites préférentiels des hétérodimères 
SCL/protéines E, donc un site possible d'ancrage du complexe SCL. Malheureusement, la 
présence de protéines E n'a pas été vérifiée sur la chromatine. Une analyse plus détaillée du 
promoteur et des protéines s'y liant aurait permis une meilleure définition des complexes 
régulant l'expression d'Amll. Landry et ses collègues ont aussi mis en évidence l'existence 
du complexe SCL/GAT A2/E4 7 lié in vivo sur un enhancer intronique de AML 1 et capable 
d'activer sa transcription dans des essais de transactivation en transfection transitoire 
(Landry et al., 2008). Cette séquence activatrice dirigerait l'expression d' AML 1 dans les 
cellules de foie fœtal et dans le sac vitellin. AML 1 représente donc un gène régulé par le 
complexe SCL dans les cellules souches du sac vitellin et du foie fœtal. En Figure 1-7, je 
propose un modèle de complexe SCL établi en fonction de l'espacement des différents sites 
d'ancrage (motifs de liaison pour les FT) et des interactions connues entre les différentes 
protéines. 
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enhancer +23 
~
Figure 1-7 .. Fonnation du complexe SCL sur la région enhancer +23 d'Amll 
Modèle possible du complexe SCL régulant positivement l'expression d'Amll. Le 
complexe peut être ancré par le biais des boîtes E et sites GAT A situés à proximité des 
sites Ets. 
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1.3.3.3 Gala-2, Sel et Fli-l 
Bien qu'il n'ait pas été mis directement en évidence, le complexe 
SCLIGATA-2/FLI-I . régulerait aussi d'autres gènes importants pour l'initiation de 
l'hématopoïèse. L'étude de Pimanda et al. portant sur les circuits transcriptionnels régulant 
l'hématopoïèse démontre que SCL, GATA-2 et FLI-I, trois facteurs essentiels de 
l'hématopoïèse, s'auto-régulent par l'activation de leur propre enhancer (Pimanda et al., 
2007). En effet, les trois partenaires co-occupent leur trois enhancers dans des cellules 
fœtales isolées à partir de l'AGM. Le recrutement de FLI-l au complexe SCL pourrait se 
faire par l'interaction directe GATA-2/FLI-l, déjà observée dans des cellules 
mégakaryocytaires (Eisbacher et al., 2003). Dans ce contexte cellulaire, FLI-l lie les sites 
/ 
Ets seulement lorsque GAT A-I est lié sur les sites GA TA avoisinants, favorisant la stabilité 
de FLI-I sur l'ADN et suggérant l'importance de l'interaction de ces deux protéines. Le 
complexe FLI-I/GATA-2/SCL semble donc être un important régulateur de plusieurs gènes 
associés à la fonction des cellules souches: A mil , Gata-2, Sel et Fli-J. 
1.3.4 Le complexe SeL et l'hémangioblaste 
La collaboration génétique de Sel et Lmo2 durant le développement de 
l'hémangioblaste chez le poisson zèbre (Danio rerio) suggère l'importance des complexes 
SCL dans ce compartiment cellulaire très primitif (Patterson et al., 2007). La similitude des 
phénotypes pour les mutants SCL et LM02 suggère qu'ils opèrent tous deux au sein d'un 
complexe multi-protéique. De plus, la perte de Sel ne peut pas être compensée par un 
mutant incapable de lier LM02, mais peut l'être par un mutant incapable de lier l'ADN, 
soulignant l'importance de l'interaction· SCLlLM02 pour la formation des 
hémangioblastes. Tel que décrit précédemment, le domaine de liaison à l'ADN n'est pas 
toujours requis pour la transactivation génique. Le complexe peut très bien être recruté à 
l'ADN via des sites GAT A ou des boîtes GC. 
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Des expériences .réalisées chez Xenopus ont aussi permis de mettre en évidence la 
formation d'un complexe SeL nécessaire à la spécification des cellules sanguines à partir 
du mésoderme. Les surexpressions combinées de LM02, QATA-1 et SeL dans l'embryon 
induisent le développement de l' érythropoïèse primitive à partir du mésoderme. Par contre, 
la surexpression individuelle dè SeL, GATA-1 ou LM02 n'affecte pas le destin cellulaire 
du mésoderme, suggérant que ces facteurs forment un complexe multi-protéique important 
pour l'établissement des premières cellules sanguines (Mead et al., 2001). Le complexe 
SeL/GA TA-lILM02 semble donc se retrouver dans plusieurs compartiments cellulaires, 
affectant l'expression d'une multitude de gènes. 
1.3.5 Le complexe SeL et l'angiogénèse 
Des études de perte et de gain de fonction ont montré que SeL est requis pour le 
développement vasculaire au cours de l'angiogénèse embryonnaire (Patterson et al., 2005; 
Gering et al., 1998; Gering et al., 2003; Porcher et al., 1999; Visvader et al., 1998). Son rôle 
dans l'angiogénèse post-natale est beaucoup moins défini, bien que plusieurs observations 
expérimentales lui suggèrent un rôle important. Premièrement, SeL est exprimé dans les 
nouveaux vaisseaux formés au cours de la vie adulte (Kallianpur et al., 1994; Pulford et al., 
1995). Deuxièmement, la perte de fonction de SeL dans des cellules endothéliales 
humaines a permis de démontrer son rôle essentiel dans le remodelage des vaisseaux 
sanguins et d'identifier un nouveau gène-cible du complexe SeL: la VE-cadherine 
(Deleuze et al., 2007). En effet, SeL, E2A, GAT A-1 et LM02 co-occupent le promoteur de 
la VE-cadherine et induisent son expression. La liaison et l'activation de la VE~cadherine 
dépendent d'un motif GAT A-boîte E, semblable à celui retrouvé dans les promoteurs des 
gènes érythrocytaires (voir Figure 1-5). La perte de fonction de SeL, LM02 ou E47 inhibe 
l'expression de la VE-cadherine in vivo et entraîne des défauts morphologiques des cellules 
ES. En régulant l'expression de la VE-cadherine, le complexe seL contribue à la fonction 
des cellules endothéliales. Des cribles exhaustifs afin de trouver des gènes-cibles de SeL 
permettront de repérer d'autres gènes orchestrés par les complexes SeL se rapportant à la 
fonction endothéliale. 
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1.3.6 Leucémies T 
Lors de leur maturation, les lymphocytes T migrent vers le thymus où ils vont subir 
une succession de sélections positives et négatives afin de produire des lymphocytes T 
matures avec le répertoire antigénique approprié. La présence aberrante de SCL dans les 
thymocytes en développement interfère avec leur développement normal, favorisant 
l'apparition de leucémies de type T-ALL chez l'humain (Begley and Green, 1999). Afin de 
définir le rôle leucémogénique de SCL, plusieurs modèles de souris transgéniques 
exprimant SCL ont été développés (Lars on et al., 1996; Kelliher et al., 1996; Condorelli et 
al., 1996; Aplan et al., 1997). Ces modèles ont en commun de ne provoquer l'apparition de 
leucémies que tardivement (9 mois) et avec une faible prévalence, suggérant l'importance 
des événements collaborateurs. L'expression aberrante des protéines LM01 ou LM02 
représente l'événement collaborateur de SCL le mieux défini et documenté. Leur 
surexpression individuelle dans des modèles transgéniques conduit aux mêmes phériotypes 
de leucémies latentes et peu pénétrantes que les modèles SCL (Fisch et al., 1992; Aplan et 
al., 1997; Larson et al., 1994; Larson et al., 1995; McGuire et al., 1992; Neale et al., 1995). 
Par contre, la combinaison de LM01 ou LM02 et de SCL accélère l'apparition des 
leucémies (trois mois) avec une pénétrance de 100% (Larson et al., 1996; Aplan et al., 
1997). D'ailleurs,· certains cas de T-ALL humaines présentent des activations 
concomitantes de SCL et des protéines LMO (Wadman et al., 1994a), démontrant leur 
capacité d'agir en synergie. 
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1.3.6.1 Le complexe SeL inhibe la fonction des protéines E 
Plusieurs modèles leucémogéniques appuient le rôle du complexe SCL à titre de 
répresseur des fonctions de E2A et HEB (O'Neil et al., 2004; Bain et al., 1997; Park and 
Sun, 1998; Herblot et al., 2000; Hansson et al., 2003; Goldfarb and Lewandowska, 1995; 
Hsu et al., 1994). Les protéines E sont d'importants régulateurs des cellules T [revu par 
(Bain and Murre, 1998)]. Les souris déficientes pour E2A ou HEB présentent une hypo-
cellularité thymique, un blocage de la différenciation et le développement occasionnel de 
leucémie (Bain and Murre, 1998; Barndt et al., 1999; Kim et al., 1999; Blom et al., 1999; 
Bain et al., 1997). Normalement, l'expression de SCL et LM02 décroît avec la 
différenciation des thymocytes, contrairement à l'expression des protéines E (voir Figure 
1-8). L'expression aberrante de SCL ou des protéines LMOs n'est .pas suffisante pour 
induire des leucémies. Par contre, leur expression concomitante favorise le développement 
précoce des leucémies dans les modèles murins (Larson et al., 1996; Aplan et al., 1997). 
Les similitudes entre les souris déficientes pour HEB et celles surexprimant SCL et LMO 1 
(Herb lot et al., 2000) suggèrent que leur surexpression simultanée empêcherait plus 
efficacement la fonction des protéines E que le ferait SCL ou les protéines LMOs seules. Le 
groupe de Kelliher a aussi démontré que les leucémies SCL pouvaient être accélérées dans 
des souris hétérozygotes pour HEB et E2A (O'Neil et al., 2004). En réduisant de moitié la 
dose des protéines E, ils facilitent le blocage de leur fonction transcriptionnelle par SCL. 
Toutefois, il est important de mentionner que le groupe de Kelliher est le seul groupe ayant 
réussi à induire des leucémies dans des souris surexprimant SCL seul, sans les protéines 
LM02. Ceci pourrait être causé par le fond génétique peu commun que ce groupe utilise et 
il serait bon de reproduire ces résultats avec d'autres fonds génétiques. Néanmoins, ce 
modèle, tout comme celui publié par l'équipe du Dr. Hoang, suggère que la perte de 
fonction des protéines E ne se ferait pas par leur séquestration comme le feraient les 
protéines Id (Norton, 2000), mais plutôt par l'inhibition active de leur fonction 
transcriptionnelle, tel que démontré par la liaison directe de SCL sur les dimères de 
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protéines E fixés à leur gène-cible, soit le promoteur du pré-T-alpha et l'enhancer du CD4 
(Tremblay et al., 2003; O'Neil et al., 2004). 
sel 
~ ~ 
DN 
lM02 7 ______ _ 
E2A 
HEB 
DP SP 
8D4+ ~/ 
~~8 (D8+ 
Figure 1-8. L'expression de SCL, LM02 et des protéines E au cours du développement 
normal des thymocytes 
Les cellules pré-T du thymus sont d'abord double négatives (DN) pour les marqueurs 
extracellulaires CD4 et CD8, s'en suit une sélection pour les cellules double positives (DP) 
CD4+CD8+, puis une sélection des cellules simple positive (SP) pour CD4 ou CD8. 
L'expressioll de SCL et LM02 décroît avec le degré de différenciation, tandis qu'E2A et 
HEB augmentent. Figure adaptée de (Herb lot et al., 2000). 
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La perte de fonction des protéines E serait donc la base mécanistique de 
leucémogénèse par SCL. Toutefois, plusieurs études appuient un modèle leucémogénique 
plus global. Une analyse de « ChIP on ChIP» combinée à l'analyse globale des gènes 
modulés par l'inactivation de SCL par RNAi démontre que SCL interfère avec le 
programme génique de la cellule T plus généralement (Palomero et al., 2006). En effet, 
SCL active et réprime une multitude de gènes-cibles, dont 40% ne sont pas des cibles des 
protéines E. Cette analyse est compatible avec la synergie observée des protéines LMOs et 
SCL (Herblot et al., 2000; Chervinsky et al., 1999). Lorsqu'uniquement SCL est 
surexprimé, plusieurs cibles seraient liées, mais l'effet transcriptionnel ne serait pas 
suffisamment fort pour altérer le programme génétique et induire des leucémies. L'ajout de 
protéines LMO faciliterait l'initiation de leucémie en reconstituant le complexe SCLlLM02 
normalement présent dans les pro géniteurs hématopoïétiques et pourrait élargir le spectre 
des gènes-cibles affectés. 
1.3.6.2 Les gènes-cibles des complexes SeL dans les leucémies 
1.3.6.2.1 RALDH-2 
L'équipe de Ono a pu mettre en évidence la formation d'un complexe leucémique 
très similaire à celui retrouvé dans les cellules érythrocytaires (Ono et al., 1998). Ce 
complexe isolé à partir d'une lignée leucémique surexprimant SCL est composé de 
SCLlLMOI-21E2A et GATA-3. GATA-3 est normalement exprimé dans les cellules T et 
leur précurseurs (Ho et al., 1991; George et al., 1994). En s'associant à SCLIE2AJLM01, il 
permettrait l'ancrage du complexe sur le site GATA du promoteur de la raldh-2 (voir 
Figure 1-9), un gène utilisé comme marqueur des leucémies T -ALL, mais dont la fonction 
est encore inconnue. Grütz et al. ont aussi détecté la présence d'un complexe similaire 
capable de lier l'ADN dans des cellules leucémiques, sans toutefois trouver GAT A-3 
(Grutz et al., 1998). La séquence de liaison utilisée était composée de deux boîtes E 
espacées de 10 paires de bases, sans site GAT A, expliquant probablement pourquoi GAT A-
3 n'a pas été retrouvée. 
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1.3.6.2.2 Les gènes de différenciation thymique 
Parmi les gènes-cibles identifiés de SCL dans les cellules leucémiques se trouvent le 
pré-Ta, TCR~, RAG2, CD4 et CDS, des gènes-cibles normalement activés par E2A1HEB 
et impliqués dans la différenciation cellulaire. Le groupe de Kelliher a démontré que SCL 
induisait des leucémies en inhibant le programme transcriptionnel de E2A et HEB par le 
recrutement des co-répresseurs transcriptionnels (O'Neil et al., 2004). En conditions 
normales, les homodimères d'E2A recrutent les co-activateurs comme p300 sur le 
promoteur de CD4. Par contre, en présence de SeL, les homodimères E2A sont remplacés 
par les hétérodimères SCL/E2A, favorisant le recrutement des deux co-répresseurs, 
mSin3A et HDACI (voir Figure 1-9). Il est fort possible que d'autres gènes de 
différenciation réprimés par SCL, comme le pré-Ta, TCR~, RAG2, et CDS, le soient aussi 
par le recrutement des co-répresseurs. Ce modèle est toutefois un peu simpliste. Il est connu 
que la protéine E2A recrute aussi des co-répresseurs de la famille ETO, interagissant elles-
mêmes avec les HDACs et mSin3A (Zhang et al., 2004; Goardon et al., 2006). Le 
recrutement des HDACs dans le modèle leucémique pourrait donc se faire par une 
modification des partenaires des protéines E, plutôt que par le recrutement direct de 
SCL/HDAC, dont l'interaction directe n'a jamais été démontrée. 
Plusieurs mécanismes d'action de SCL sont proposés afin d'expliquer cette 
interférence avec le programme génétique normal. Un consensus ressort toutefois des 
différents modèles proposés; l'induction de la leucémie par SCL, avec ou sans les protéines 
LMO, passe par un blocage de la différenciation. Ce blocage est aussi retrouvé dans 
plusieurs types de leucémies, dont les leucémies myéloïdes aigues (A ML) demeurent 
l'exemple le mieux documenté (Tenen, 2003). L'expression aberrante de SCL dans les 
thymocytes induit la formation de complexes protéiques et affecte ainsi les programmes 
géniques normalement mis en place. 
Modèle activateur 
des gènes associés au 
développement 
de leucémies 
Modèle répresseur 
des gènes de 
différenciation 
RAHDl-2 
CD4 enhancer 
Figure 1-9. Les complexes SCL retrouvés dans les cellules leucémiques 
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Les complexes SCL peuvent activer ou réprimer des gènes-cibles dans les thymocytes, 
affectant le programme génétique normal. Le recrutement de modificateurs de la 
chromatine inhibe les gènes normalement activés par les homodimères E2A. Les schémas 
indiquent que le recrutement des co-répresseurs (mSin3A et HDACs) se fait par SCL, 
toutefois ces interactions directes n'ont pas été démontrées. Tel que discuté dans 
l'introduction, ces interactions pourraient aussi avoir lieu avec les protéines E2A et ETOs. 
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1.3.7 Les mécanismes de régulation utilisés par le complexe SeL 
Les complexes nucléés par SCL sont dynamiques et retrouvés dans plusieurs 
contextes cellulaires. La composition du complexe est déterminante pour l'activation ou 
répression du programme génétique approprié. L'analyse de ces complexes dynamiques 
permet de faire ressortir plusieurs mécanismes de régulation utilisés par les complexes 
transcriptionnels. 
1.3.7.1 Auto-régulation et régulation croisée 
1.3.7.1.1 La régulation transcriptionnelle 
L'analyse globale de la régulation de l'expression génique chez les bactéries et les 
levures a permis de mettre en relief des réseaux transcriptionnels organisés selon des motifs 
particuliers (Lee et al., 2002; Shen-Orr et al., 2002). La combinaison de ces motifs 
individuels définit le programme transcriptionnel de la cellule (Howard and Davidson, 
2004). Deux motifs sont particulièrement utilisés par les complexes SCL: l'auto-régulation 
et le modèle de l'input multiple (MIM) (Swiers et al., 2006). La combinaison de ces types 
de motifs permet d'activer un ensemble de gènes requis pour un processus donné. 
1.3.7.1.1.1 L'auto-régulation et la régulation croisée 
Le motif de l'auto-régulation ou de l'auto-régulation croisée implique qu'un facteur 
affecte positivement ou négativement sa propre expression ou celle d'un partenaire du 
complexe. Le phénomène du GATA switch, où la fonction de GATA-l prend la relève de 
celle de GATA-2, illustre bien ce type de régulation. GA TA-2 est surtout exprimé au 
niveau des cellules souches hématopoïétiques (Ling et al., 2004; Tsai et al., 1994; Tsai and 
Orkin, 1997), alors que GATA-l ne l'est que très faiblement (Bertrand et al., 2005). Cette 
relation inverse entre l'augmentation des niveaux de GATA-l et la baisse de GATA-2 est 
cruciale pour le bon déroulement de l'érythropoïèse (Minegishi et al., 2003; Weiss et al., 
1994; Weiss et al., 1997) et découle de leur capacité d'auto-régulation. La protéine 
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GA TA-2 active sa propre expression en liant ses séquences régulatrices (Grass et al., 2003). 
Par contre, en présence de GATA-l et de son partenaire FOG ifriend of GA TA), GATA-2 
est déplacée de ses propres sites de régulation (Pal et al., 2004; Grass et al., 2003). Dans les 
cellules souches, où GATA-l n'est que très faiblement exprimé, GATA-2 l'emporte et 
maintient ses niveaux d'expression appropriés. Par contre, GATA-l vient réprimer 
l'expression de GATA-2 lorsque la cellule s'engage vers la différenciation méga-
érythrocytaire. Le processus par lequel GATA-l arrive à renverser l'équilibre en sa faveur 
n'est pas très bien défini. Selon le modèle de la stochastique (Hoang, 2004), l'expression de 
GATA-l augmenterait aléatoirement dans une population donnée des cellules souches, les 
engageant vers la voie méga-érythrocytaire. À partir du moment où l'expression de 
GA TA-l est suffisante pour inhiber celle de GATA-2, de nouveaux complexes 
transcriptionnels avec SCL se forment et régulent ainsi de nouveaux programmes 
génétiques. 
L'auto-régulation et la régulation croisée du complexe SCL est aussi pertinente pour 
diriger l'expression de SCL par la liaison de ses multiples enhancers (Gottgens et al., 2000; 
Sinclair et al., 1999). L'enhancer situé en 3' du gène Sel est essentiel à l'expression de SCL 
dans les cellules hémangioblastiques, les cellules souches et endothéliales (Sanchez et al., 
2001). Cet enhancer est lié par la triade SCLIFLI -l/GATA-2, qui lie aussi les régions 
régulatrices de GATA-2 et FLI-l (Gottgens et al., 2002). Ce complexe s'auto-alimente et 
renforce le programme associé à l'établissement et au maintien des cellules souches 
hématopoïétiques. 
1.3.7.1.1.2 Le motif de l'input multiple (MIM) 
Le motif MIM définit la régulation d'un ensemble de gènes-cibles par le même 
gToupe de facteurs de transcription. Ce mécanisme de contrôle procure une régulation fine 
des programmes génétiques, où l'activation maximale a lieu seulement lorsque tous les 
régulateurs sont présents. Ce type de motif pourrait expliquer le phénomène du multi-
lineage priming des cellules souches. Les cellules souches expriment de faibles niveaux de 
35 
gènes associés aux différentes lignées cellulaires (Ivanova et al., 2002). Selon le modèle du 
MIM, l'activation maximale de ces gènes de lignées et la différenciation subséquente 
dépendent de la présence simultanée des facteurs de transcription impliqués dans le motif. 
Au fur et à mesure que les facteurs s'accumulent au cours de la différenciation, l'expression 
des cibles peut augmenter et favoriser la différenciation vers une lignée précise. Les 
complexes seL illustrent bien le MIM (voir Figure 1-10). Tel que vu précédemment, les 
complexes SCL régulent l'activité d'une batterie de gènes associés à la fonction 
érythrocytaire. Les facteurs SCL, E2A, LDB 1 et LM02 sont communs à toutes les cibles. 
Les différences entre l'expression des cibles peuvent être expliquées par la substitution de 
GATA-l ou GATA-2 au complexe et l'inclusion des facteurs de transcription NF-E2 ou 
SPI, seulement impliqués dans l'activation ou la répression de certains gènes et souvent 
requis pour l'activation maximale (Anguita et al., 2004) 
Figure 1-10. Les réseaux de type MIM. 
Réseau transcriptionnel érythrocytaire des facteurs retrouvés dans les complexes SCL. 
Certains régulateurs sont communs à tous les gènes-cibles et ont donc des propriétés de 
MIM (SCL, E2A, LM02 et LDBI). Les protéines GATA-I et GATA-2 alternent pour 
l'activation des gènes, tandis que certains facteurs, comme NF-E2, ne participent qu'à 
l'activation de certains gènes (globine-alpha). La couleur grise représente l'inactivation 
transcriptionnelle, tandis que toutes les autres couleurs indiquent l'activation. Figure tirée 
intégralement de (Swiers et al., 2006). 
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Le principe du MIM recoupe le concept du « tout ou rien» ou de la « détection de 
coïncidence» observés dans les complexes transcriptionnels et les enhanceosomes 
(complexes de facteurs de transcription liés aux séquences enhancers). Le concept de la 
détection de coïncidence représente un paradigme central dans la régulation de la 
transcription (Hartwell et al., 1999). L'enhanceosome de l'interféron-beta (INF-~) en est le 
prototype (Carey, 1998; Merika and Thanos, 2001). Cet enhancer démontre une réponse 
hautement spécifique à l'infection virale, une propriété ne pouvant être reproduite par les 
constituants individuels de l'enhancer. L'effet biologique représente donc plus que la 
somme des parties et requiert l'intégration de plusieurs signaux afin d'être produit. La 
présence de chacun est requise afin d'assembler un tout cohérent. Cette obligation d'être 
présent pour tous les membres du complexe permet l'activation ou la répression des 
programmes génétiques en respect des impératifs biologiques du moment. 
1.3.7.1.2 Régulation post-traductionnelle 
Bien que les fonctions de SCL soient associées à la régulation de l'expression 
génétique, une étude récente lui révèle un nouveau rôle dans la stabilisation protéique de 
LM02 (Lecuyer et al., 2007). Les auteurs démontrent d'abord que la protéine LM02 est la 
cible de dégradation du protéosome et, qu'en présence de SCL ou de MGl32 (inhibiteur du 
protéosome), LM02 n'est plus dégradée. L'utilisation du mutant Ml3 de SCL, incapable 
de lier LM02, démontre que l'interaction directe SCLlLM02 est requise afin de permettre 
cette protection et l'assemblage du complexe. La régulation post-transcriptionnelle opérée 
par SCL permet de protéger LM02 de la dégradation et ainsi s'assurer du bon ratio 
SCLlLM02 des complexes SCL. L'étude des complexes multi-protéiques contenant LDB1 
a aussi pu mettre en lumière un phénomène semblable. La dégradation de LDB1 
contrôlerait la stœchiométrie des complexes au cours du développement (Ostendorff et al., 
2002; Xu et al., 2007; Hiratani et al., 2003), supportant l'idée que la dégradation contrôlée 
de certains facteurs régule la formation et la stœchiométrie des complexes. 
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Similairement à l'effet protecteur de SCL sur LM02, les protéines HEB et E2A 
, 
stabilisent les niveaux protéiques de SCL (Desrosiers et al., 2008). Cette stabilisation 
implique une interaction directe des protéines qui inhiberait la dégradation de SCL. 
D'ailleurs le même phénomène de stabilisation chez myoD, un autre facteur bHLH, est 
observé par sa liaison directe avec E2A (Lingbeck et al., 2005). Il semble donc que les 
facteurs de transcription exercent leur régulation en allant bien au-delà de la transcription, 
mais en utilisant aussi des mécanismes de contrôle post-traductionnel, via des interactions 
protéiques directes. 
1.3.8 Modification 'de la chromatine par le recrutement de co-activateurs 
et répresseurs 
L'organisation de la chromatine est régulée de façon dynamique et est un 
déterminant essentiel de l'activité transcriptionnelle (Forsberg and Bresnick, 2001; Neely 
and Workman, 2002; Fischle et al., 2003; Smith and Peterson, 2005). En fonction de l'état 
de compactage de la chromatine, le recrutement de facteurs de transcription et de la 
machinerie transcriptionnelle basale sera plus ou moins efficace. La structure de la 
chromatine doit être suffisamment relâchée pour permettre la liaison des facteurs de 
transcription. L'action de. co-activateurs, des enzymes capables d'ouvrir la chromatine, va 
permettre aux facteurs de transcription de lier l'ADN qui, à leur tour, vont recruter des co-
activateurs ou des co-répresseurs. Ces co-facteurs agissent essentiellement en modifiant de 
façon covalente les histones ou en affectant directement la structure de la chromatine par 
l'hydrolyse de l'ATP. Par exemple, le complexe SWIISNF peut déplacer les histones et 
relâcher la chromatine, facilitant ainsi l'ancrage de l'appareil transcriptionnel (Roberts and 
Orkin, 2004). Les co-facteurs peuvent aussi altérer de façon covalente la queue en N-
terminal des histones. Parmi les modificateurs covalents, on retrouve les acétylateurs et les 
désacétylateurs des histones (HAT et les HDAC), ainsi que les méthylases et déméthylases 
(CARMI et LSDI, par exemple). L'ajout et le retrait de ces groupements chimiques 
établissent une signature ou un code qui dictera quels gènes seront activés. Des études 
extensives chez les mammifères et organismes inférieurs ont permis de révéler le code de 
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modification des histones à la base de la régulation épigénique (Strahl and Allis, 2000; 
Jenuwein and Alli s, 2001). Par exemple, des faibles nIveaux d'acétylation 
(hypoacétylation) des histones et la méthylation de l'histone H3 (H3-K9) sont associées à 
des régions plus condensées de la chromatine et à l'inactivation génique (Rea et al., 2000; 
Eissenberg and Elgin, 2000). Par contre, une augmentation des niveaux d'acétylation est 
associée avec l'activation transcriptionnelle (Strahl and Allis, 2000; Jenuwein and Allis, 
2001). 
Parmi les enzymes de modification les mIeux caractérisées, les enzymes 
d'acétylation et de désacétylation des histones (HAT et les HDAC), ainsi que la famille des 
co-répresseurs des récepteurs nucléaires (NCoR, SMRT et Sin3A) sont d'un intérêt certains 
pour l'étude des complexes SCL puisqu'ils y ont été trouvés associés (Huang et al., 1999; 
Huang and Brandt, 2000; Huang et al., 2000; ~'Neil et al., 2004). Le groupe de Brandt 
affirme que l'interaction de SCL et de Sin3A se fait de façon directe. Toutefois son 
approche expérimentale (co-immuno-précipitations et GST-pulldown à partir de protéines 
non purifiées) ne permet pas de confirmer si cette interaction est directe (Huang and 
Brandt, 2000). D'ailleurs, aucun autre groupe n'a pu confirmer ces résultats. Le 
recrutement de co-répresseur aux complexes SCL pourrait se faire par des protéines encore 
non identifiées. 
Une fois recrutés à l'ADN par les complexes transcriptionnels, les co-facteurs 
peuvent s'assembler entre-eux et ainsi créer un environnement très hostile ou favorable à la 
transcription. Par exemple, les co-répresseurs NCoR et SMRT interagissent avec des sous-
complexes contenant des HDACs et d'autres enzymes associées à la répression 
transcriptionnelle (Underhill et al., 2000; Li et al., 2000; Guenther et al., 2001; Zhang et al., 
2002; Yoon et al., 2003). Ces échafaudages de complexes répresseurs arrivent ainsi à 
exercer une répression sévère pour un locus donné. 
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1.3.8.1 Le complexe SeL et sa fonction possible de répresseur global 
Au cours d'une recherche de gènes-cibles de SCL, une séquence contenant des 
boîtes E, des sites de liaison GAT A et SATB 1. (région EEGS) a été identifiée dans la région 
péricentromérique de plusieurs chromosomes (Wen et al., 2005). Étant donné que cette 
région est associée avec la formation de l'hétérochromatine et l'inactivation génique (Choo, 
2001), SCL pourrait bien être impliqué dans la régulation globale de la structure de la 
chromatine. Les auteurs proposent un nouveau complexe incluant SABT1, un recruteur 
d'enzymes capable de modifier les histones, et Suv39H1, une méthyltransférase des 
histones. Ce complexe lie les séquences EEGS et réprime l'activité transcriptionnelle. En 
présence d'un inhibiteur de désacétylase d'histone, la répression exercée par le complexe 
SCL est empêchée, suggérant que la répression du complexe SCL se fait via la 
désacétylation des histones, et donc le recrutement de protéines capables de modifier la 
structure de la chromatine. 
1.3.8.2 E2A recrute principalement des co-activateurs 
Évidemment, les interactions avec les co-répresseurs sont dynamiques, ce qui 
permet la réactivation d'un locus sur demande. Par exemple, les complexes SCL des 
cellules érythrocytaires en différenciation perdent progressivement leur interaction avec les 
répresseurs HDAC1 et mSin3A, au détriment de l'acquisition de p300 (Huang and Brandt, 
2000; Huang et al., 1999; Huang et al., 2000). Cette grande flexibilité du complexe SCL 
est, entre autre, attribuable à E2A et HEB, deux partenaires capables de lui fournir des 
interactions avec des co-activateurs et potentiellement des co-répresseurs. 
Les protéines E2A et HEB sont généralement associées avec une fonction 
d'activateurs de la transcription. Ces fonctions dépendent de l'interaction de leur domaine 
AD1 avec les complexe SAGA (Massari et al., 1999) et p300/PCAF (Zhang et al., 2004), 
des acétylateurs d'histones associés à l'activation génique (Baker and Grant, 2007; Nagy 
and Tora, 2007). Toutefois, les protéines E auraient aussi des fonctions répressives. Cette 
propriété de réprimer la transcription provient du domaine AD 1 (Markus et al., 2002). Les 
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mécanismes régissant cette répression n'ont pas encore été élucidés. Récemment, la 
protéine de fusion AMLI-ETO, ayant des propriétés de co-répresseur transcriptionnel, a été 
identifiée comme protéine interagissant avec E2A et REB (Zhang et al., 2004). Il est 
possible que cette interaction explique les effets répresseurs des protéines E. J'aborderai 
ultérieurement la question des co-répresseurs et de AMLI-ETO. 
1.3.8.3 Comment les co-facteurs sont-ils recrutés au complexe? 
Les complexes transcriptionnels font donc appel à plusieurs co-facteurs afin de 
générer ou non un environnement propice à la transcription. Les études actuelles ne 
permettent pas de dire avec certitude comment les co-facteurs sont recrutés au complexe 
SCL. Tel que mentionné précédemment, des interactions directes ont été validées en ce qui 
a trait au co-activateur p300 et les protéines E (Zhang et al., 2004). Toutefois, les protéines 
capables de recruter les co-répresseurs RDAC et Sin3A n'ont pas encore été identifiées. 
Parmi les candidats intéressants, se retrouvent les protéines .de la famille ETO. Leur 
structure modulaire agit comme une interface entre les facteurs de transcription liant l'ADN 
et les co-répresseurs modifiant la chromatine. La famille ETO se comporte comme une 
plate-forme de recrutement de co-répresseurs, capable de modifier l'état de la chromatine et 
donc de déterminer quels gènes seront exprimés [revu par (Rossetti et al., 2004)]. Plusieurs 
observations leur suggèrent un rôle important dans l'hématopoïèse. La section suivante 
introduit la famille ETO, leurs modes d'action et leurs rôles connus dans le développement 
des leucémies et le développement normal. 
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1.4 La famille ETO 
La famille des co-répresseurs ETO est remarquablement bien conservée des 
invertébrés aux vertébrés. Chez la drosophile, la protéine NERVY représente le seul 
membre de cette famille (Feinstein et al., 1995). Par contre, les mammifères en sont dotés 
de trois: ETO, ET02 et MTGRI (voir Tableau 1-11. Nomenclature de la famille ETO) 
(Davis et al., 2003). La protéine ETO a d'abord été découverte comme partenaire de fusion 
avec le gène Amll dans les leucémies myéloïdes chez l'humain. Son nom dérive d'ailleurs 
directement de cette translocation t(8 ;21) : Eight-to-Twenty-One. MTGR 1 a été identifié 
ultérieurement par analogie de séquence avec ETO (Fracchiolla et al., 1998) et comme 
partenaire protéique de la fusion AMLI-ETO (Kitabayashi et al., 1998). Quant au gène 
Eto2, il a été trouvé par clonage positionnel d'une nouvelle translocation t(16 ;21) dont le 
point de jonction est aussi AmlI (Gamou et al., 1998). ETO et ET02 se retrouvent donc 
toutes deux impliquées dans des translocations chromosomiques avec le gène AmlI, avec 
pour seule différence que les translocations avec ETO surviennent dans les leucémies 
primaires, tandis que cellules impliquant ET02 sont seulement retrouvées dans des 
leucémies secondaires, c'est-à-dire suite aux traitements des leucémies myéloïdes primaires 
(Gamou et al., 1998). 
Tableau 1-11. Nomenclature de la famille ETO utilisée dans la littérature 
Nomenclature utilisée dans la thèse Nomenclatures alternatives 
ETO CBFA2TI; MTG8; AMLITI; ZMYND2; 
RUNXITI 
ET02 CBFA2T3; MTG16; MTGR2; ZMYND4 
MTGRI CBF A2T2; EHT; ZMYND3 
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1.4.1 L'expression ubiquitaire de la famille ETO 
Les membres de la famille ETO sont exprimés dans plusieurs organes et types 
cellulaires (Calabi and Cilli, 1998; Davis et al., 1999; Su et al., 2004). Bien que les trois 
protéines soient pratiquement ubiquitaires, chacune prédomine dans des organes 
particuliers, leur suggérant des rôles parfois redondants, parfois très spécifiques. La Figure 
1-11 permet de constater l'étendue de l'expression de cette famille dans des cellules 
humaines. Il est primordial de noter que, étant donné l'abondance du messager ET02 dans 
les cellules hématopoïétiques, les échelles des ordonnées d'ET02, ETO ou MTRGRI ne 
sont pas graduées de la même façon, donnant au premier coup d'œil la fausse impression 
qu'ET02 est moins exprimée qu'ETO. 
La protéine ETO est fortement exprimée au niveau du foie fœtal, du cervelet et de 
l'utérus, tandis que MTGRI prédomine dans la prostate, le foie et certaines lignées 
leucémiques. L'expression d'ET02 est significativ~ment plus élevée dans le sang 
périphérique et la moelle osseuse. Ses niveaux y sont particulièrement importants dans les 
cellules dendritiques, ainsi que dans les cellules souches et les progéniteurs 
hématopoïétiques CD34+. Toutes les autres lignées hématopoïétiques testées présentent des 
baisses d'expression d'ET02, suggérant qu'ET02 est un régulateur de l'hématopoïèse 
précoce et que ses niveaux doivent être abaissés afin de permettre la différenciation 
cellulaire. L'expression d'ETO dansle foie fœtal révèle aussi qu'il pourrait aussi s'agir 
d'un régulateur de l'hématopoïèse, mais son implication dans la différenciation est 
beaucoup moins évidente que pour ET02. J'aborderai plus spécifiquement les évidences 
supportant un rôle pour les protéines ETO dans le système hématopoïétique dans la section 
traitant de l 'hématopoïèse (section 1.4.5.3). 
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Figure 1-11. Expression de la famille ETO dans des tissus et cellules humaines. 
Distribution tissulaire et cellulaire des messagers d'ETOs. L'expression des gènes est 
normalisée selon un algorithme standard utilisé pour traiter les données Affymetrix. 
Brièvement, deux pour-cent des valeurs d'intensité supérieures et inférieures sont retirés, 
puis une moyenne est calculée à partir des valeurs d'intensité restantes. Cette moyenne est 
utilisée pour normaliser l'expression dans les différents tissus. Il est important de remarquer 
que la gradation des axes des ordonnés pour ETO, MTGRI et ET02 diffère dû à la forte 
expression d'ET02 dans certains tissus. La médiane (ligne horizontale noire) et ses 
multiples de 3 (ligne rouge) et 10 (ligne bleue) sont indiqués. Figure traduite en français à 
partir de (Su et al., 2004; Genomics Institute of the Novartis Research Foundation, 2008). 
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1.4.2 Les domaines conservés des protéines ETO 
La famille ETO est caractérisée par qu~tre domaines hautement conservés 
(Feinstein et al., 1995; Kitabayashi et al., 1998; Davis et al., 2003). Ces domaines 
permettent principalement l'interaction des protéines ETO avec des modificateurs de la 
chromatine, ainsi qu'avec des facteurs de transcription. Ils ont été nommés NHRl-4 (NHR : 
nerry hom%gy region), en fonction des régions conservées de la protéine NERVY (voir 
Figure 1-12). 
Le domaine NHRlITAF4H est homologue à TAFI1O/TAF4, un co-facteur essentiel 
de la sous-unité TFIID de l'ARN polymérase II. Il s'agit en fait de la première protéine 
répertoriée possédant une homologie avec une TAF. Cette caractéristique n'est 
certainement pas étrangère aux fonctions transcriptionnelles des protéines ETO. D'ailleurs, 
le domaine NHRI est capable de recruter des protéines E et de réprimer leur activité 
transcriptionnelle (Zhang et al., 2004; Wei et al., 2007). Étant donné que les protéines E 
sont impliquées avec plusieurs facteurs de transcription, comme SCL et MyoD, il est 
possible que les protéines ETO puissent affecter l'expression d'une multitude de gènes-
cibles. Cette hypothèse reste à confirmer par des analyses protéomiques de complexes 
tr~scriptionnels et des études fonctionnelles. 
Le domaine NHR2 possède une structure en forme d'alpha-hélice importante pour 
l'homo ou l 'hétérodimérisation des facteurs ETO, entre-eux (Kitabayashi et al., 1998; 
Lutterbach et al., 1998a; Zhang et al., 2001) et le recrutement du co-répresseur Sin3A 
(Amann et al., 2001). Leur capacité de s'oligomériser permet l'échafaudage de co-
répresseurs et d'ainsi potentialiser leur effet répressif. La délétion du domaine NHR2 
conduit à la perte des propriétés répressiyes de ETO (Zhang et al., 2001) et entraîne une 
perte du pouvoir leucémique de AMLI-ETO (Liu et al., 2006). Toutefois, il n'est pas clair 
si ces pertes des fonctions répressives proviennent de l'empêchement des facteurs ETO 
d'interagir entre-eux ou de la perte de liaison avec Sin3A ou un autre co-répresseur encore 
non identifié. 
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FamilleETO 
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fusionsETO 
AML1~ETO 
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liaison co-répresseurs 
Figure 1-12. Structure protéique de la famille ETO et de la fusion AMLI-ETO. 
Représentation schématique des domaines conservés (NHRI-4) des_membres de la famille 
ETO, ainsi que le pourcentage d'homologie des différents membres avec la protéine ETO. 
La fusion avec AMLI implique seulement son domaine de liaison à l'ADN (RHD) et 
pratiquement toute la protéine ETO ou ET02. RHD: Runt Hom%gy Domain. SLN: 
signal de localisation nucléaire. Figure adaptée de (Davis et al., 2003) et (Rossetti et al., 
2004). 
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Tout comme le domaine NHR2, le domaine NHR3 présente une structure protéique 
en hélice. Ce domaine est impliqué dans la liaison des co-répresseurs HDACs, NCoR et 
Sin3A (Lutterbach et al., 1998b; Hildebrand et al., 2001). Quant au domaine NHR4, il est 
composé de deux doigts de zinc atypiques (-C-x-x-C-7x-C-x-x-C- et -C-x-x-x-C-7x-H-x-x-
x-C-) impliqués dans le recrutement des co-répresseurs NCoR, SMRT et HDACs 
(Lutterbach et al., 1998b; Gelmetti et al., 1998; Wang et al., 1998). La structure en doigt de 
Zinc du domaine NHR4 lui suppose une capacité d'interagir avec l'ADN. Toutefois, les 
protéines ETO sont incapables de lier l'ADN et doivent donc être recrutées par des facteurs 
de transcription afin d'influencer l'état de la chromatine (Licht, 2001; Kozu et al., 1997). 
En ce qui a trait au pouvoir leucémogénique de la fusion AML l-ETO, les domaines 
NHR3 et NHR4 seraient responsables de ralentir la progression de la maladie. 
Normalement, les modèles murins de AMLI-ETO n'arrivent pas à produire de leucémies 
(Rhoades et al., 2000; Yuan et al., 2001; Higuchi et al., 2002). Par contre, la délétion 
simultanée des domaines NHR3 et NHR4 de la fusion AMLI-ETO provoque l'apparition 
précoce de leucémies (Yan et al., 2004), suggérant que ces deux domaines participent à des 
événements protégeant contre l'apparition de leucémie. D'ailleurs, cette protéine de fusion 
tronquée est aussi retrouvée naturellement dans des cas de leucémies humaines (Yan et al., 
2006). Il est possible que les enzymes de modification de la chromatine liés aux domaines 
NHR3-NHR4 imposent une répression transcriptionnelle salvatrice à la cellule. Yan et al. 
ont observé que les cellules avec la fusion AMLI-ETO tronquée (AML1-ETOtr), sans les 
domaines NHR3-NHR4, continuaient à proliférer, contrairement à l'arrêt normalement 
causé par la fusion pleine longueur (Burel et al., 2001; Yan et al., 2004). La perte de ce 
point de contrôle permettant de réparer les dommages ou d'entrer en apoptose accélérerait 
ainsi le développement de leucémies. 
La séquence de localisation nucléaire (SLN) retrouvée entre les domaines NHR1 et 
NHR2 constitue une région conservée de la famille NERVYIETO, essentielle et suffisante 
pour leur localisation nucléaire (Odaka et al., 2000). Les protéines ETO sont associées à la 
matrice nucléaire (Le et al., 1998; McNeil et al., 1999), regroupées en foci avec des 
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protéines impliquées dans la répression transcriptionnelle, telles que GFI-l (Wood et al., 
2000; McGhee et al., 2003). Paradoxalement, les protéines ETOs et NERVY ont aussi été 
observées dans le cytoplasme (Sacchi et al., 1998; Schillace et al., 2002; Asirvatham et al., 
2004; Terman and Kolodkin, 2004). Toutefois, plusieurs chercheurs remettent en question 
la spécificité des anticorps utilisés (Ice et al., 2005). Par des immuno-localisations et des 
buvardages de Western, Ice et al. démontrent que les anticorps utilisés reconnaissent des 
protéines ne correspondant pas aux poids moléculaires des protéines ETOs, en plus de 
détecter la protéine NERVY dans des drosophiles mutantes ne l'exprimant plus. Les 
protéines ETOs et NERVY seraient donc exclusivement nucléaires. 
Sommairement, les trois co-répresseurs ETO affectent la transcription par le 
recrutement d'enzymes de modification de la chromatine, dont NCoR, Sin3A et les HDACs 
(Wang et al., 1998; Lutterbach et al., 1998b; Amann et al., 2001; Amann et al., 2005). Ces 
interactions avec les enzymes de modification de la chromatine se font de façon 
préférentielle. Tandis qu'ETO interagit avec les HDACI à HDAC3, MTGRI interagit 
seulement avec HDAC3 et ET02 avec les HDACI à HDAC3, ainsi que les HDAC6 et 
HDAC8 (Amann et al., 2001; Amann et al., 2005). De plus, ET02 n'interagit pas avec 
Sin3A, comme le font ETO ou MTGRI (Amann et al., 2001; Amann et al., 2005). Ces 
différences suggèrent que les protéines ETOs ont des fonctions similaires, mais non 
redondantes. En ce qui a trait à la protéine NERVY, ses interactions avec les co-répresseurs 
n'ont pas encore été caractérisées, mais j'anticipe que, dans un futur proche, des analyses 
génétiques chez la drosophile révéleront ces interactions. 
1.4.3 La famille ETQ et les facteurs de transcription 
Étant donné que les protéines ETO ne lient pas directement l'ADN, elles doivent 
s'associer aux facteurs de transcription capables de les mobiliser sur les régions régulatrices 
de la chromatine. La littérature actuelle rapporte quelques facteurs de transcription qui 
permettraient aux protéines ETO d'exercer leurs fonctions transcriptionnelles. Notamment, 
ETO interagit avec les facteurs de transcription PLZF (Melnick et al., 2000), Gfi-l/Gfi-l b 
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(McGhee et al., 2003), BCL6 (Chevallier et al., 2004), et HEB (Zhang et al., 2004); tandis 
qu'ET02 interagit avec GFI-l/GFI-l b (McGhee et al., 2003), ZFN652 (Kumar et al., 2006) 
et REB (Zhang et al., 2004) (voir Figure 1-13). Le recrutement des protéines ETOs permet 
de réprimer la transcription· des gènes régulés par ces facteurs de transcription. 
L'interaction d'ETO ou ET02 avec REBlE2A via le domaine ADI (Zhang et al., 2004) 
pourrait expliquer la fonction répressive associée à ce domaine (Markus et al., 2002). Il est 
aussi intéressant de noter que, pour un même partenaire, les protéines ETO ne possèdent 
pas toutes le même pourvoir d'interaction, comme ce qui avait été observé avec les 
modificateurs de la chromatine. Par exemple, ETO interagit plus fortement qu'ET02 avec 
GFI-l (McGhee et al., 2003), suggérant que la combinatoire des partenaires représente un 
autre niveau de régulation de l'expression génétique. 
Famille ETO 
modificateurs chromatine ] 
facteurs de transcription 
transcription ~ 
Protéine Kinase 
)Fonctions associées 
... ~ ] signalisation 
Figure 1-13. Réseau d'interaction protéique de la famille ETO. 
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Schéma représentant les différentes interactions des membres de la famille ETO et leurs 
partenaires protéiques rapportées dans la littérature. Les protéines sont catégorisées selon 
leur fonction. L'interaction des protéines ETO avec ces partenaires leur confère ainsi une 
fonction associée. Par exemple, la liaison d'ETO avec un modificateur de la chromatine lui 
attribue un rôle transcriptionnel, tandis que son interaction avec ErbB-4 lui confère un rôle 
dans la signalisation intracellulaire. Ces interactions ont toutes été démontrées 
expérimentalement. 
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1.4.4 Les protéines ETO et le cancer 
1.4.4.1 ETO et la leucémie 
Les translocations impliquant ETO ou ET02 avec AML 1 résultent invariablement à 
leur fusion dans le bon cadre de lecture (in frame) de' la région N-terminale d'AMLl, 
capable de lier l'ADN, et pratiquement toute la protéine ETO, contenant les quatre 
domaines conservés (voir Figure 1-12). Étant donné que cette translocation implique 
AMLl, un régulateur central de l'hématopoïèse (Lund and van Lohuizen, 2002), l'attention 
scientifique a été déviée vers la dérégulation des gènes-cibles de AML 1, plutôt que sur 
l'expression aberrante en soi des protéines ETOs, sous le contrôle du promoteur de AMLI. 
La protéine AML 1 fonctionne normalement comme un activateur transcriptionnel, 
stimulant la différenciation granulocytaire par l'activation de gènes-cibles comme la 
myeloperoxydase. Selon le modèle classique, la fusion avec ETO transforme l'activateur 
AML1 en répresseur. Ainsi, les gènes-cibles d'AML 1 seraient réprimés par la fusion 
AML1-ETO. Plusieurs observations supportent ce modèle classique. D'abord, l'haplo-
insuffisance d'AML1 engendre l'expansion des progéniteurs immatures, tant dans les 
modèles murins qu'humains (Song et al., 1999; Sun and Downing, 2004), reproduisant les 
effets d'AML 1-ETO sur les progéniteurs. De plus, AML 1 lie le co-activateur p300/CBP, 
tandis qu'ETO est une plate-forme de recrutement des co-répresseurs, suggérant qu'ETO 
vient annuler le recrutement des co-activatèurs. Ensuite, la fusion AML 1-ETO réprime la 
transcription de gènes suppresseurs de tumeur comme p14ARF, normalement activé par 
AML1 (Linggi et al., 2002). Finalement, le traitement des cellules AML1-ETO avec des 
inhibiteurs de HDAC empêche la répression exercée par AML1-ETO sur la différenciation 
et la transcription (Wang et al., 1999). Mises ensembles, ces évidences supportent le 
modèle classique de la répression génique des gènes cibles d'AML1 comme principal 
moteur leucémogénique. 
Par ailleurs, de nouvelles évidences s'accumulent et remettept en question le modèle 
classique. Des analyses de profil d'expression globale ont permis de démontrer deux 
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aspects très importants de la protéine de fusion: 1) AML1-ETO active plus de gènes 
qu'elle n'en réprime et 2) la majorité des gènes régulés ne possède pas de sites de liaison 
pour AMLI (Shimada et al., 2000; Dunne et al., 2006; Alcalay et al., 2003). Contrairement 
à l'idée reçue qu'AML1-ETO n'affectait que des gènes de différenciation, plusieurs des 
gènes activés par la fusion ont des fonctions associées à l'auto-renouvellement des cellules 
souches, comme Jaggedl, un des ligands du récepteur Notch (Alcalay et al., 2003) et la 
voie de signalisation Wnt (Muller-Tidow et al., 2004). Ces observations suggèrent 
qu'AML1-ETO promeut l'expansion des cellules immatures par l'activation et non la 
répression de gènes-cibles. D'ailleurs, la délétion des domaines NHR3 et NHR4, deux sites 
d'ancrages des HDAC et co-répresseurs nucléaires (SMRT, Sin3A, NCoR), induit 
rapidement des leucémies (Yan et al., 2004). De plus, le traitement avec des inhibiteurs de 
HDAC influence la différenciation, mais non le pouvoir leucémogénique (Grisolano et al., 
2003). La perte de la fonction répressive, soit par la délétion des domaines NHR3-NHR4 ou 
l'utilisation d'inhibiteurs des HDACs, corrèle donc avec l'augmentation du pouvoir 
leucémogénique, suggérant que la protéine de fusion n'agit pas simplement en 
convertissant AMLI en répresseur. Étant donné que les gènes cibles de AML1-ETO ne sont 
principalement pas des gènes normalement régulés par AML1, la fusion est probablement 
recrutée sur la chromatine par l'intermédiaire d'autres facteurs de transcription, tels que 
HEBlE2A (Zhang et al., 2004) ou GFI-I (McGhee et al., 2003). 
1.4.4.2 Signalisation et AMLI-ETO 
Les évidences cliniques et expérimentales ont mis en valeur l'importance des 
événements secondaires pour le développement des leucémies AML1-ETO (Rhoades et al., 
2000; Yuan et al., 2001; Higuchi et al., 2002). Les modèles de souris transgéniques AML1-
ETO ne développent pas de leucémies spontanément. Elles doivent, par exemple, co-
exprimer la fusion TEL-PDGFRp qui possède une activité kinase constitutive (Grisolano et 
al., 2003). En clinique, environ 50% des patients leucémiques aux prises avec la fusion 
AML1-ETO ont aussi des mutations dans le récepteur tyrosine kinase c-kit, entraînant son 
expression constitutive (Wang et al., 2005). D'autres cas présentent des mutations ou des 
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surexpressions de la kinase FLT-3 ou de la GTPase RAS (Schessl et al., 2005). Ces cas 
d'AML co-exprimant AMLI-ETO et une kinase constitutive répondent généralement bien 
aux traitements par les inhibiteurs des kinases (Imatinib, Dasatintb et Nilotib) (Wang et al., 
2005; Shah et al., 2006; Von Bubnoff et al., 2005). Ces évidences cliniques et 
expérimentales démontrent la synergie de la signalisation des récepteurs kinases et de la 
fusion AMLI-ETO. De plus, ces observations appuient le modèle classique de 
leucémogénèse stipulant qu'au moins deux événements collaborateurs doivent se produire: 
un impliquant la régulation transcriptionnelle et la différenciation hématopoïétique, et 
l'autre affectant une voie de signalisation impliqué dans la prolifération cellulaire 
(Gilliland, 2002). 
En guise de résumé, la fusion AMLI-ETO agirait sur deux plans: inhiber les 
gènes-cibles de différenciation normalement activés par AMLI et augmenter l'expression 
de gènes associés à l'auto-renouvellement. En fermant la valve de la différenciation, tout en 
stimulant la prolifération des cellules immatures, AML l-ETO procure une situation 
favorable à l'accumulation de dommage à l'ADN et l'activation des voies de signalisation. 
Ce scénario chaotique conduirait la cellule vers un état néoplasique. 
1.4.4.3 ET02 et le cancer du sein 
Outre son rôle dans la leucémie, ET02 serait aussi impliquée dans une autre forme 
de néoplasie, le cancer du sein. Le gène Eto2 est localisé sur la bande chromosomique 
16q24.3, la région de perte d'hétérozygotie (LOH) la plus fréquemment rencontrée dans les 
cancers du sein, faisant d'ET02 un suppresseur de tumeur potentiel (Callen et al., 2002; 
Cleton-Jansen et al., 2001; Powell et al., 2002). Des analyses moléculaires ont par la suite 
permis de confIrmer qu'ET02 possédait des caractéristiques propres aux suppresseurs de 
tumeur: son expression est significativement diminuée dans les tumeurs mammaires 
primaires et dans les lignées cellulaires tumorales MDA-MB-468 et MDA-MB-231 
(Kochetkova et al., 2002; Bais et al., 2004). De plus, son expression ectopique dans des 
lignées de cancer du sein diminue le potentiel néoplasique de ces lignées (Kochetkova et 
al., 2002). Le mécanisme anti-tumoral pourrait potentiellement être régulé par sa liaison 
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avec le facteur ZNF656, une protéine de type doigt de zinc dont la fonction est encore 
inconnue, mais qui présente des propriétés de facteurs de transcription et un patron 
d'expression similaire à celui d'ET02 dans les lignées mammaires (Kumar et al.~ 2006). 
ET02 interagit aussi avec le récepteur tyrosine kinase ErbB-4 (Linggi and Carpenter, 
, 2006), impliqué dans la différenciation et la carcinogénèse mammaire (Carpenter, 2003). 
La liaison du récepteur ErbB-4 et de son ligand, la neureguline, provoque la translocation 
de sa sous-unité 880 au noyau, où elle peut interagir avec ET02. L'expression d'ErbB-4 
dans les cellules mammaires empêche la fonction répressive transcriptionnelle d'ET02, 
sans toutefois requérir à la fonction kinase d'ErhB-4, suggérant que la régulation d'ET02 
par ErbB-4 n'implique pas de cascade de signaux de phosphorylation (Linggi and 
Carpenter, 2006). Il est possible que l'interaction avec ErbB-4 empêche l'interaction 
d'ET02 avec des HDACs ou d'autres co-répresseurs. ErbB-4 et ET02 seraient donc tous 
deux impliqués dans une même voie moléculaire possiblement impliquée dans la 
différenciation des cellules mammaires. Bien qu'incomplètes et obtenues uniquement dans 
des lignées cellulaires, ces données appuient le rôle d'ET02 dans la carcinogénèse 
mammaire. Ce rôle anti-tumoral est toutefois contre-intuitif considérant la contribution 
d'ET02 dans les leucémies AML. Néanmoins, chaque cellule présente un ensemble de 
facteurs uniques et la perte (LOH des cancers du sein) ou l'expression aberrante 
(translocation AMLI-ET02) d'ET02 peut conduire à des néoplasies dans des contextes 
distincts, potentiellement par des interactions protéiques différentielles. 
1.4.5 Rôles physiologiques connus des protéines ETO 
1.4.5.1 Système gastro-intestinal 
La découverte des protéines ETO dans le cadre de translocations leucémiques a 
précipité les recherches scientifiques vers l'étude de leur rôle dans la leucémogénèse, plutôt 
que vers leurs fonctions physiologiques. Ce n'est que depuis quelques années que leurs 
fonctions normales nous sont révélées. L'ablation génétique d'ETO dans un modèle murin 
démontre son rôle essentiel pour le développement du système gastro-intestinal (Calabi et 
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al., 2001). Les mutants homozygotes possèdent une viabilité réduite causée par des défauts 
de la tubulure gastro-intestinale. De plus, la progéniture de ces mutants présente une 
absence presque complète de l'intestin, allant du duodénum distal jusqu'au colon. 
Toutefois, les composants cellulaires sont retrouvés dans les bonnes proportions, suggérant 
que ETO n'affecte pas la différenciation d'un type cellulaire particulier. ETO joue 
sûrement un rôle vital dans le développement du système gastro-intestinal, mais sa fonction 
précise et les mécanismes sous-jacents devront être élucidés. Il est intéressant de noter que 
les souris déficientes pour MTGRI présentent aussi des défauts au niveau du système 
gastro-intestinal (Aman et al., 2005). MTGRI semble requis pour le maintien et la 
maturation des cellules sécrétoires du petit intestin. À l'instar d'ETO, les mécanismes sous-
jacents sont encore obscurs. Assurément, les protéines ETO jouent un rôle crucial dans le 
développement du système gastro-intestinal. 
1.4.5.2 Adipogénèse 
Des analyses fonctionnelles ainsi que le patron d'expression de ETO dans des 
lignées adipocytaires ont permis d'attribuer à ETO un rôle dans l'adipogénè'se. En effet, 
ETO est fortement exprimée dans les cellules pré-adipocytaires, puis décroît en fonction du 
degré de différenciation. De plus, sa surexpression dans des lignées cellulaires inhibe la 
transcription de C/Ebp-P, un important régulateur de l'adipogénèse (Rosen and 
Spiegelman, 2000; Rochford et al., 2004). Les fonctions des protéines ETO ne se 
limiteraient donc pas au système gastro-intestinal, mais aussi à d'autres systèmes. 
1.4.5.3 Hématopoïèse 
Au-delà de leur implication dans les leucémies, d'autres évidences supportent un 
rôle pour les protéines ETO dans l'hématopoïèse normale. D'abord le patron d'expression 
d'ETO et ET02 au sein du système hématopoïétique leur suggère un rôle dans la 
différenciation cellulaire (voir Figure 1-11). La protéine ETO est exprimée très faiblement 
dans les pro géniteurs humains CD34+, puis augmentée dans les érythroblastes (Lindberg et 
al., 2005). ET02 présente plutôt la tendance inverse; elle est fortement exprimée dans les 
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progéniteurs CD34+, pUIS diminue au cours' de la différenciation granulocytaire et 
érythrocytaire (Lindberg et al., 2005). Il est plus difficile de se prononcer pour MTGR1, 
puisqu'il est exprimé dans toutes les populations et que son niveau fluctue plus ou moins 
entre les différentes populations. MTGRI n'est probablement pas un déterminant de la 
différenciation, contrairement à ET02 ou ETO. L'interaction des membres ETOs avec des 
facteurs de transcription hémato-spécifiques (HEB, PLZF, BCL6, et GFI-l) leur suggère 
aussi un rôle dans l'hématopoïèse physiologique. Des trois membres, ET02 se distingue 
comme régulateur potentiel de la différenciation hématopoïétique et du maintien des 
cellules souches. En plus de son expression enrichie dans les cellules souches et les 
progéniteurs, sa perte de fonction chez Xenopus empêche l'apparition des premières 
cellules sanguines définitives (Meier et al., 2006). Des études fonctionnelles chez la souris 
permettront de confirmer les fonctions hématopoïétiques d'ET02 chez "les organismes 
mammaliens. 
1.4.5.4 Le rôle de la protéine NERVY dans le développement neuronal et mécano-
sensoriel. 
La protéine NERVY, homologue ETO chez la drosophile, est essentielle pour le 
développement du système neuronal de la drosophile, plus spécifiquement pour la répulsion 
des axones en formation (Terman and Kolodkin, 2004). Terman et Kolodkin attribuent ces 
effets à la localisation cytoplasmique de NERVY et son rôle dans la signalisation intra 
cellulaire en tant que protéines d'ancrage des PKA (AKAP). Les AKAP déterminent leur 
distribution spatio-temporelle et permettent la phosphorylation de protéines-cibles en 
réponse à l'augmentation locale de cAMP (Feliciello et al., 2001). Toutefois, bien que 
l'effet sur le développement des neurones soit certain, Ice et ses collègues ont remis en 
doute la spécificité des anticorps utilisés (lce et al., 2005), tel qu'expliqué dans la section 
1.4.2. Ils proposent plutôt que cet effet serait dû à l'interaction de NERVY avec des 
facteurs de transcription et des co-répresseurs, tout comme les protéines ETOs 
mammaliennes. 
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D'ailleurs, le groupe de Mann a récemment démontré l'interaction de NERVY avec 
le HLH Daughterless (Da), l'homologue des protéines E (Wildonger and Mann, 2005). La 
protéine Da interagit avec les facteurs de transcription bHLH aehaete (ac) et seute (sc), des 
HLH essentiels dirigeant la formation de l'organe précurseur sensoriel (SOP). Le SOP 
exprime des niveaux élevé de ae et se et envoie des signaux de types Notch aux cellules 
avoisinantes afin de les empêcher d'adopter un destin neuronal. Les auteurs démontrent que 
NERVY est aussi exprimé dans la SOP où elle interagit avec Da, influençant ainsi 
l'expression des gènes-cibles de ae et se. Des études de perte et de gain de fonction 
prouvent que, sans être essentielle, NERVY stimule le développement des SOP en 
amplifiant les signaux Notch. NERVY, à l'instar de ces homologues mammaliens, agirait 
aussi au niveau du noyau en interagissant avec des facteurs de transcription, modifiant ou 
renforçant le destin cellulaire. 
1.4.6 La polyvalence de la famille ETO 
En somme, les protéines ETOs, d'abord identifiées dans un contexte leucémique, 
sont aussi d'importants r~gulateurs de plusieurs systèmes physiologiques. En agissant à 
titre de plateforme de recrutement, elles permettent une relation intime entre les facteurs de 
transcription et les enzymes de modification de la chromatine, procurant ainsi une 
régulation précise de l'expression génique. Les analyses de perte et de gain de fonction de 
ces protéines en sont encore à leur début, mais déjà des rôles physiologiques leur sont 
attribués. La caractérisation d'autres partenaires d'ETO nous révélera sûrement d'autres 
fonctiôns de cette famille émergente et nous fournira des explications quant aux 
mécanismes leucémogéniques d'AMLI-ETO. 
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1.5 Objectifs 
La protéine SCL régule plusieurs aspects du système hématopoïétique. Cette 
diversité d'action est possible grâce aux propriétés modulaires de SCL, lui permettant 
d'interagir avec plusieurs partenaires ubiquitaires ou spécifiques. Ces complexes SCL 
hautement dynamiques permettent d'allumer ou d'éteindre les programmes génétiques du 
système hématopoïétique et d'engendrer ainsi la grande diversité cellulaire de ce système. 
Tel qu'exposé précédemment, quelques complexes ont été isolés ou déduits, mais plusieurs 
variantes restent à découvrir. Au moment de débuter ma thèse, aucune analyse protéomique 
exhaustive du complexe n'avait été faite, expliquant pourquoi si peu de partenaires avaient 
à ce jour été identifiés. La découverte de ces nouveaux partenaires permettra l'identification 
de nouveaux mécanismes de régulation concernant, évidemment, le complexe SCL, mais 
aussi la régulation transcriptionnelle de l 'hématopoïèse en général. 
Le but premier de cette thèse exploratoire était donc de réaliser une analyse 
systématique des complexes SCL, afin d'avoir une représentation plus juste de la régulation 
transcriptionnelle hématopoïétique. Grâce à une approche de purification de complexes 
SCL physiologiques, couplée à une analyse en spectrométrie de masse, j'ai pu identifier de 
nouveaux partenaires de SCL, dont ET02, révélateur de nouveaux mécanismes de 
régulation. Je présente d'abord la caractérisation fonctionnelle d'ET02 dans les 
érythrocytes (Chapitre 2), puis au niveau des cellules souches hématopoïétiques (Chapitre 
3). Finalement, les autres partenaires que j'ai identifiés sont présentés à l'annexe 1 et 
analysés dans la discussion générale. 
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2.2 Abstract 
The passage from proliferation to terminal differentiation is critical for normal 
development and is often perturbed in malignancies. To define the molecular mechanisms 
that govem this process during erythropoiesis, we have used tagging/proteomics 
approaches and characterized protein complexes nucleated by TAL-I/SCL, a basic helix-
loop-helix (bHLH) transcription factor that specifies the erythrocytic lineage. In addition to 
known TAL-I partners, GATA-I, E2A, HEB, LM02 and Ldbl, we identify the ET02 
repressor as a novel component recruited to T AL-I complexes through interaction with 
E2A1HEB. Ectopic expression and siRNA knock down experiments in hematopoietic 
progenitor cells show that ET02 actively represses erythroid T AL-I target genes and 
govems the expansion of erythroid progenitors. At the onset of erythroid differentiation a 
change in the stoichiometry of ET02 within the T AL-l complex activates the expression of 
known erythroid-specific TAL-l target genes and of Gfi-lb and p21 CiP, encoding two 
essential regulators of erythroid cell proliferation. These results suggest that the dynamics 
of ET02 recruitment within nuc1ear complexes couple cell proliferation to cell 
differentiation and determine the onset of terminal erythroid maturation 
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2.3 Introduction 
The variety of mature hematopoietic cells that typically express a set of highly 
specialised pro teins are generated from an hematopoietic stem cell (HSC) that undergoes 
lineage specification and differentiation. This process is coordinated at the molecular level 
by evolutionary conserved transcription factors, as typified by the importance of GA TA 
factors and their ortho log srp in blood cell development in vertebrates and in Drosophila, 
respectively (Cantor and Orkin, 2002). These sequence-specific DNA binding factors 
typically act as transcriptional activators or can modulate gene expression throu~h long-
range interaction. One such example is the regulation of erythroid-specific gene expression 
by SCLIT AL-l, a member of the helix-Ioop-helix family of transcription factors, that either 
directly activates target gene expression (Lahlil et al., 2004; Xu et al.,. 2003) or is involved 
in opening the a-globin locus via binding to far upstream regulatory sequences without 
driving transcription (Anguita et al., 2004). In this context, definitive transcriptional 
activation requires extended chromatin remodeling and could only be attained in mature 
hematopoietic cells upon additional binding of stage-specific transactivators and/or 
alleviation of an active repression that maintains these genes inactive prior to differentiation 
while keeping the locus transcriptionally competent (Smale, 2003). 
The composition of transcription factor complexes bound to lineage specific genes 
undergoes dynamic change as HSCs differentiate (Anguita et al., 2004; Bottardi et al., 
2003). In multipotent progenitors, the rriouse a-globin gene cluster is first activated by 
prote in complexes containing GATA-2, NF-E2 and TAL-I at two DNAse I-hypersensitive 
sites (Anguita et al., 2004). As erythroid differentiation proceeds, additional DNAse-I 
hypersensitive sites are observed in which GATA-I takes over GATA-2 to nucleate prote in 
complexes that again contain NF-E2 and TAL-l. Interactions between these regulatory 
sequences and the u-globin genes promoters result in an erythroid-specific domain of 
histone hyperacetylation where active transcription can occur. The stoichiometry of the 
transcription factor complexes is also of critical importance for lineage specific gene 
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expression. For example, members of the bHLH family form homo- and heterodimers and 
the dosage of these proteins (E2A, HEB and E2-2) as weIl of T AL-l has been shown to 
shape biological outcome in lymphoid lineages (Lecuyer and Hoang, 2004). 
The production of erythrocytes is the large st quantitative output of the 
hematopoietic system with estimated production rates of2xlO I1 erythrocytes per day. Yet, 
the frequency of committed granulocyte-macrophage progenitors exceeds by three-fold that 
of committed erythroid progenitors in the bone marrow. This imbalance is compensated by 
a high proliferative index in the late transitional stages of erythroid development (Gregory 
and Eaves, 1978; Iscove, 1977). The cell cycle time of pro-erythroblasts is estimated to be 
6-7 h, and this property under steady state conditions is unique in the adult and more 
closely resembles that of embryonic cells. How cell differentiation and activation of 
specific gene expression programmes are coordinated with cell growth remains to be 
documented, despite a detailed knowledge of the transcription factor network that govems 
lineage gene expression (Cantor and Orkin, 2002). 
T AL-l is necessary for the establishment of the hematopoietic system (Porcher et 
al., 1999; Ravet et al., 2004; Robb et al., 1996; Shivdasani et al., 1995). Conditional 
deletion of the tal-l gene in the mouse reveals its cri tic al importance in the formation of the 
erythroid and megakaryocytic lineages (Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003). At the 
molecular level, T AL-l can activate or repress transcription (Begley and Green, 1999), but 
the factors that are recruited in T AL-l-nucleated complexes to mediate these opposing 
functions remain largely unknown. T AL-l has been shown to assemble a multifactorial 
complex containing E2A, LM02, Ldbl and GATA-l (Wadman et al., 1997) in erythroid 
commited cells to activate the expression of terminally 'expressed erythroid specific genes 
(Lahlil et al., 2004; Xu et al., 2003) while in CD34+ hematopoietic progenitors, a GAT A-2 
variant of this TAL-l complex activates c-kit transcription (Lecuyer et al., 2002). 
Furthermore, the recruitment of Ldb 1 in TAL-l-dependent transcriptional regulation (Xu et 
al., 2003) links T AL-l complexes to the establishment of chromatin domains through Ldb-
1 protein partners (Torigoi et al., 2000). 
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To determine how T AL-l can regulate gene expression as hematopoietic 
progenitors progress through the erythroid lineage, we have undertaken proteomic 
approaches to isolate and characterize TAL-l complexes. We show here that the ET02 
repressor is a bona fide participant of the T AL-l-containing complex that can repress its 
transcriptional activity. Furthermore, our functional studies indicate that ET02 dynamic 
fluctuations within the TAL-l complex contribute to the precise timing of erythroid-
specifie gene expression and that the ET02 expression level regulates the expansion of 
erythroid progenitors. 
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2.4 ResuUs 
2.4.1 ET02 is part of a nuclear TAL-1-containing complex in erythroid 
ceUs 
To identify the proteins that are associated with nuc1ear TAL-l in erythroid celIs, 
we purified TAL-l complexes using in vivo biotinylation (de Boer et al., 2003). The TAL-
I-biotin tag was expressed from a lentiviral vector in which the EGFP-BirA fusion protein 
was translated via an IRES (Supplementary data, Figure S 2-1), thus allowing for the 
selection of cells expressing the T AL-l-biotin tag at a level similar to the endogenous T AL-
I protein using cell sorting based on EGFP. The TAL-l-biotin tag retained its nuc1ear 
localization, specific DNA binding and trans-activation properties (data not shown). This 
TAL-l-biotin tag protein was expressed in mouse erythroleukemic (MEL) cells. Nuc1ear 
extracts were prepared from non-induced or induced MEL cells under mild conditions and 
proteins bound to the biotinylated TAL-l protein were characterized in two different 
experiments. 
In addition to aIl known T AL-l partners, novel protein interactions were identified 
(Figure 2-1A). Two members of single-stranded DNA binding proteins (SSDP) were pulled 
down by the TAL-l bait, SSDPl, 2 and 3. Interestingly, ssdpl in Drosophiia physically and 
functionally interacts with Chip, the Ldb 1 ortho log, in wing development, suggesting that 
SSDPl may also associate with Ldbl to regulate the function of the TAL-I complex in 
hematopoiesis. Two members of the ETO (eight twenty-one) family were also identified, 
ET02 and MTGRI. ET02 is a transcriptional repressor that recruits several members of the 
HDAC family (Melnick et al., 2000) and, consistent with the se interactions, we found 
HDACI and HDAC2 associated with the TAL-I-biotin tag protein in undifferentiated MEL 
cells only (Figure 2-1A). As ET02 could modulate the transcriptional activities of 
numerous DNA-binding proteins, we further investigated the function(s) mediated by 
ET02 in TAL-I nuc1ear complexees). 
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(A) Proteins identified by LC-MSMS in bio-TAL-l pulldown experiments in non induced 
(Non-Ind) and induced (Ind) MEL cells. MEL/BirA represented the proteins pulldown 
using MEL cells expressing only BirA. The number of peptides identified by mass 
spectrometry is indicated. (B) Co-immunoprecipitation of TAL-I, E2A, Ldbl and ET02. 
Nuclear extracts from MEL cells were immunoprecipitated with the indicated antibodies 
(IP) and the precipitated proteins were revealed by immunoblotting using antibodies shown 
(WB). (C) ET02 interacts in vitro with El2 or E47 but not with TAL-l. GST-pull down 
analysis was performed using the indicated GST and 35S-labeled TAL-l, E12, E47 or 
ET02. The signal obtained with 10% of the input is shown. (D) ET02 is associated with 
TAL-l/E2A and with E2A in distinct complexes. MEL cell nuclear extracts were subjected 
to sequential immunoprecipitation using first T AL-I antibodies (T AL-I IP) and second, 
E2A antibodies (E2A IP). Preimmune rabbit IgG serve as negative controls. Both the 
indicated immunoprecipitates and 10% of the respective supernatants were used for 
Western blot analysis. 
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2.4.2 ET02 is associated with E2A in T AL-l-containing nuclear 
complexes 
We studied the specificity of TAL-l interactions using co-immunoprecipitation 
experiments. TAL-l-, E2A-, Ldbl- and ET02-specific antibodies were used to 
immunoprecipitate MEL nuclear extracts and the immunoprecipitated proteins were 
analyzed by Western blotting. As shown in Figure 2-1 B, Ldb 1, ET02, E2A and TAL-l co-
immunoprecipitate, suggesting that they could be part of the same nuclear complex. In GST 
pull-down assays, ET02 interacts with E2A and HEB, but not TALI (Figure 2-IC). These 
results indicate that ET02 is part of a T AL-I nuclear complex in erythroid cells through 
E2A or HEB interaction. Finally, to determine how ET02 is partitioned in TAL-I- and non 
TAL-l-containing complexes, we performed sequential immunoprecipitation of MEL ceU 
nuclear ex tracts under conditions where both T AL-l and E2A immunodepletion were 
complete with their respective antibodies. As illustrated in Figure 2-1D, part of ET02 is 
associated with E2A in both TAL-I-containing complexe es) and T AL-l-independent 
complexes in erythroid ceUs. 
2.4.3 The ratio of activator to repressor determines the transcriptional 
output of the TAL-l complex during erythroid differentiation 
To define the composition of the TAL-l complex bound to DNA, we optimized a 
DNA binding assay based on immobilized DNA templates, using sequences of the GP A 
promoter that were shown to be necessary and sufficient to recruit a T AL-l-containing 
complex (Lahlil et al., 2004). In this assay, T AL-l, E2A, HEB and ET02 association with 
the DNA template was comparable, whereas E2-2 binding was lower and Ldbl binding was 
higher (Figure 2-2A). We also found high GATA-l binding, consistent with its role in 
tethering the TAL-l/GATA-l complex to DNA and with the requirement in the integrity of 
the two GAT A binding sites and the E box for recruitment of the T AL-l complex to the 
DNA template (Figure 2-2A). In summary, our results indicate that the ET02 is recruited to 
the GP A promo ter by the T AL-l complex. 
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ET02 is known as a transcriptional repressor while T AL-l is a positive regulator of 
erythroid gene expression. Thus, the presence of ET02 within the TAL-l complex might 
indicate an active repression of T AL-l target genes during the early stages of 
erythropoiesis. In transient assays using a reporter gene driven by the OP A promoter (Lahlil 
et al., 2004), there was an eight-fold activation of the OPA promoter by the TAL-l complex 
and ET02 imposed a dose-dependent repression of this activity (Figure 2-2B) without 
interfering with the expression levels of the proteins present in the TAL-l complex (Figure 
2-2C). These data indicate that ET02 represses the transcriptional activity of the T AL-l 
complex bound to the OP A promoter, and that this repression depends on the relative 
dosage of T AL-l and its partners over that of ET02. 
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Figure 2-2. ET02 and known TAL-l partners bind the GPA promoter and ET02 represses the 
transcriptional activity of TAL-l on this promoter. 
(A) Nuclear extracts from TF-l cells were incubated with the immobilized wild type GPA 
promoter (wt), with its E box-GATA mutant version (mut), or with beads alone as a negative 
control. Bound proteins were eluted and revealed by Western blot. Input represents 30% of each 
binding assay. (B) A GPA reproter plasmid was transfected with expression plasmids forE2A, 
GATA-l, Ldbl and LM02 alone or with a TAL-l expression vector in NIH 3T3 cens. ET02 was 
co-transfected with the above plasmids at the indicated concentrations. Data are the average ofthree 
independent experiments and error bars denote S.D. (C) The expression level of transfected proteins 
was verified by Western blotting. 
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To assess the dynamics of TAL-I-associated proteins on DNA during erythroid 
differentiation, we used TF-I cens that remain undifferentiated in the presence ofGM-CSF. 
When these cens are switched to an Epo-containing medium, GPA mRNA levels increased 
on day 1 and subsequently remained high (Figure 2-3A), coinciding with increased TAL-I 
and HEB protein levels, while ET02 protein levels were not induced on day 1 and showed 
modest variations thereafter (Figure 2-3A). We determined the kinetics of binding of T AL-
l, ET02 and HEB to GP A regulatory sequences using our in vitro binding assay on 
immobilized DNA templates (Figure 2-3B) and in vivo crnomatin immunoprecipitation 
(ChIP) (Figure 2-3C). Coinciding with the timing of upregulation of GPA mRNA, the 
TAL-l/ET02 ratio was reproducibly increased more than 6-fold on day 1 ofEpo exposure, 
and remained constant afterwards (Figure 2-3B). In contrast, the TAL-IIHEB ratio did not 
fluctuate significantly within the same time frame (Figure 2-3B). Together, these data 
indicate a strong correlation between the ratio of activator to repressor and the expression 
of the endogenous GP A target gene. 
We next quantitated the occupancy of the GP A promoter by T AL-l, ET02 and the 
extent of acetylated histone H3 in TF-I cens cultured with GM-CSF or Epo. We also 
assessed the HS-40 of the human a-globin gene, since members of the T AL-I complex 
were previously shown to occupy the corresponding murine HS-26 sequence in 
undifferentiated cens, prior to -a-globin gene expression (Anguita et al., 2004). In the 
presence of GM-CSF, GPA promoter and a-globin HS-40 sequences were efficiently 
brought down by antibodies against TAL-I, ET02, HEB or E2A (Figure 2-3C, left panel), 
but not acetylated H3 (Figure 2-3D). We then calculated the ratio of DNA-bound proteins 
when TF-I cells were switched to Epo-containing medium (Figure 2-3C, right panel). The 
ratio of TAL-I to ET02 at the GPA promoter was increased twenty-fold, while the TAL-
IIHEB or TAL-l/E2A ratio did not vary significantly. We finany studied local histone H3 
acetylation as it correlates with the induction of gene expression (Reinke and Horz, 2003), 
and found that, on erythroid differentiation, H3 acetylation increased at the a-globin HS-40 
and, to a greater extent, at the GPA promoter (Figure 2-3D). These ChIPexperiments 
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indicate that T AL-l, HEB, E2A and ET02 are specifically associated with the GP A 
promoter and the a-globin locus in cells when these genes are poorly transcribed. The 
induction of erythroid differentiation with Epo changes the ratio of T AL-l/HEB to ET02 
occupancy of these regulatory sequences in favor of TAL-l/HEB, together with increased 
histone H3 acetylation as well as increased transcription of the GP A and a-globin genes. 
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Figure 2-3. Stochiometry of ET02 and TAL-l binding to the GPA promoter during 
erythroid differentiation. 
(A) Kinetics ofGPA mRNA levels, assessed by real time RT-PCR (left panel) and ofTAL-
1, HEB and ET02 prote in levels (right panel) following TF-l cell exposure to Epo. (B) The 
ratio ofTAL-l (activator) over ET02 (repressor) bound to the immobilized GPA promoter 
increases with erythroid differentiation in Epo-induced TF-l celIs, while the ratio ofTAL-1 
over HEB (activator) remains unchanged. (C) TF-l cell chromatin extracts were subjected 
to immunoprecipitations with the indicated antibodies (IP) and species-matched control 
IgG. DNA from immunoprecipitated chromatin was subjected to PCR analysis to detect the 
presence of the GPA and HPRT promoter sequences, as well as the core sequence of the a-
globin HS-40. Fold enrichments were calculated as described in Materials and Methods. 
The left panel shows ChIP results in uninduced cells and the right panel illustrates ratio 
changes in favor of activator (TAL-l and E2A, HEB) over repressor (ET02) bound to GPA 
and a-globin HS-40 during Epo stimulation of TF-l cells. (D) Acetylated histone H3 is 
induced by Epo at the GPA promoter and the a-globin HS-40. AlI ChIP data are typical of 
two independent experiments. 
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2.4.4 Overexpression of ET02 represses the expression of endogenous 
TAL-l target genes du ring erythroid differentiation 
To address the functional impact of the stoichiometry of ET02 and T AL-lIHEB or 
T AL-lIE2A, we first overexpressed ET02 in three mode1 cell lines that mimic different 
steps of erythropoiesis and in primary hematopoietic cells. TF -1 and UT -7 ceIl lines are 
dependent on Epo for differentiation (TF-1) or proliferation (UT-7) and MEL cells are 
considered as a cellular model of terminal erythroid differentiation (Figure 2-4). in these 
mode1s, we studied the expression of the GPA and the band 4.2 gene as the se genes are 
known to be direct T AL-1 target genes, whereas the functional effect of T AL-Ion a-globin 
gene expression is not documented. 
In TF -1 and UT -7 cells, ET02 overexpression nearly abrogated the induction of 
GPA (TF-1) or its expression (UT-7) on Epo exposure (Figure 2-4A and data not shown). 
Decreased expression was associated with an imbalance of ET02 over E2A or HEB in 
favor of ET02 at the GP A locus, while the ratio of T AL-lover E2A or HEB remained 
unchanged (Figure 2-4B), as revealed by ChIP. In MEL cells, ET02 overexpression greatly 
reduced the induction of the band 4.2 gene by DMSO (Figure 2-4C). These cells 
nonethe1ess underwent terminal maturation and became fully hemoglobinized (Figure 2-4C, 
right panel). Finally, we expressed ET02 in normal fetal liver cells taken at E12.5 and 
found that the expression of the GPA complex recognized by the TERl19 monoclonal 
antibody was nearly abrogated (Figure 2-4D). While we cannot exclude the possibility that 
ET02 interferes with the differentiation of fetal liver cells, studies in MEL cells suggest 
that decreased band 4.2 gene expression was due to a direct inhibition of TAL-1 
transcriptional activity by ET02 and not to differentiation blockade. 
Hse --+' CMP --+ MEP --+ BFU-E --+CFU-E ~ Erythroblasts ~ Erythrocytes 
TF-1 UT-7 MEL .. 
Ratio ET02· ET02 TAL1 TAU 
E2A HEB ElA l'lES 
c 
MEL 
~;: f'~W E 8 :!!:!40 1 4'ë· ~~ .. 
- .~ 10 
0, 0 l' 2 3 4 5 ~. 0 0 4 5 
DMSO (days)--+ 
o FetBl,livercelis 
(GFP+) 
100..-----, 
80 E1;o~h..t 
60 f \ ~"TSCV 
. 23.7 
40. J, 
20 ) \ ~, 
'0 ,,,.,,,.' , 
1 10 1001000 
TER119 
Figure 2-4. ET02 overexpression inhibits the expression of T AL-l target genes. 
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(A) ET02 overexpression in TF-l,cens. Western blot indicates a 5,4 fold higher ET02 
level compared to the endogenous level. GPA mRNA levels werequantified in TF1 cens 
before or 5 days after Epo addition. Open columns, mock infected TF1 and black columns, 
ET02 overexpressing TF1. (B) ET02 overexpression results in an imbalance ofET02 over 
E2A or HEB, but without affecting the ratio of T AL lover E2A or HEB at the GP A locus. 
ChIP results are expressed as in Figure 2-3C (C) MEL cens expressing ET02 or the 
control GFP vector were induced by DMSO to undergo terminal erythroid differentiation. 
Band 4.2 mRNA levels in control cens (open columns) and ET02 expressing cens (black 
columns) harvested at 24 h intervals were quantified (left panel). In parallel, 
hemoglobinization was assessed by benzidine staining (right panel). Data shown are the 
average of three independent experiments and error bars denote S.D. (D) Fetalliver cens 
were transduced with the empty MSCV-GFP vector (thin line) or an ET02 expressing 
vector (thick line). cens were harvested immediately after infection and analyzed for 
TER119 fluorescence in the GFP+ fraction (right panel), which was in the range of 20-50% 
(not shown). Data are typical ofthree independent experiments. 
97 
2.4.5 Inhibition of ET02 expression accelerates the onset of expression of 
TAL-l target genes during terminal erythroid differentiation 
Conversely, ET02 knockdown using siRNA in UT-7 cells enhanced GPA mRNA 
levels (Figure 2-5A). In purified mouse primary erythroid cell p~pulations, TAL-I and 
ET02 are co-expressed in pro-erythroblasts (El). TAL-I mRNA l~vels then increase two-
fold with differentiation, while ET02 mRNA levels sharply drop as the cells engage to the 
next stage (basophilic erythroblast, E2), indicating that ET02 expression is switched off 
with terminal maturation in the erythroid lineage (Supplementary data, Figure S 2-2). This 
decrease in ET02 expression was also observed during terminal erythroid differentiation of 
human erythroid progenitors, while TAL-I expression showed little variation and E2A 
expression was increased (Figure 2-5B). 
In MEL cells, the ET02 siRNA decreased the amount of ET02 within the TAL-I 
complex without affecting the levels of E2A bound to T AL-I (Figure 2-5C, left panel). 
Decreased ET02 level was associated with enhanced band 4.2 expression on day one, that 
is, when the transcriptional activity of band 4.2 gene is low in control cells (Figure 2-5C, 
middle panel). However, when band 4.2 gene is normally activated from day 2 to 4 of 
DMSO exposure, coinciding with decreased ET02 expression (not shown), its expression 
was not affected by further lowering ET02 levels. Similarly, in primary human erythroid 
progenitors, ET02 siRNA delivery accelerated the kinetics of upregulation of GPA by Epo 
without further elevating its final levels (Figure 2-5D). Contrary to the effects of ET02 
siRNA, E12 overexpression in CD36+ cells did not accelerate GPA expression (Figure 
2-5E), suggesting that E12 is not limiting and that E2A is notsequestered by ET02. 
Together, these data indicate that the relative amount of ET02 within the T AL-l complex 
determines the outcome in the transcriptional activity of essential T AL-I target genes and 
the timing of their expression. 
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Figure 2-5. The relative amount of ET02 in the TAL-l-containing complex determines the timing 
of expression of T AL-l target genes. 
(A) An siRNA directed against human ET02 decreased ET02 protein levels in UT':'7 ce Ils (left 
panel, lane 2) as compared to cens expressing a control siRNA (left panel, lane 1), without affecting 
a-actin levels. GPA mRNA levels were quantified in control cens (right p~mel, open column) and in 
cens expressing the ET02 siRNA (right panel, black column). (B) Kinetics of ET02, TAL-l and 
E2A protein levels during terminal erythroid differentiation of human CD36+CD34- cens as 
revealed by immunoblotting. (C) The amounts of ET02 and E2A associated with TAL-l in control 
or ET02 directed siRNA expressing MEL cens were assessed by Western blot analysis after TAL-I 
immunoprecipitation (left panel). Pre immune rabbit IgG and protein G beads serVe as negative 
controls. MEL cens expressing a control (open columns) or an ET02 siRNA (black columns) were 
induced to undergo terminal erythroid differentiation. Band 4.2 mRNA level was assessed every 
day (middle panel) and hemoglobinization determined as in Figure 2-4C (right panel). (D) Human 
CD34-CD36+ erythroid progenitors expressing an ET02 (black columns) or a control (open 
column) siRNA were induced to terminal erythroid differentiation with Epo and analysed for GPA + 
cens. (E) Human CD34-CD36+ erythroid progenitors expressing E12 (grey columns) or GFP (open 
column) were induced to terminal erythroid differentiation with Epo and analysed for GPA+ cells. 
Data shown in (C)-(E) are the average ofthree independent experiments and error bars denote S.D. 
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2.4.6 ET02 regulates the Epo-dependent proliferation of erythroid cells 
and the expansion of human erythroid progenitors 
During erythropoiesis, a high proliferation rate is observed in erythroid precursors 
(CFU-Es) and early erythroblasts (El/E2) (Gregory and Eaves, 1978), while proliferation 
decreases sharply in late erythroblasts (E3) and ceases with final maturation (E4) (Asari et 
a,l., 2005). Strikingly, the ET02 siRNA induced growth arrest in UT -7 cells (Figure 2-6A, 
left panel) and decreased the proliferation of differentiating MEL cells (Figure 2-6A, right 
panel) in the absence of apoptotic features (Supplementary data, Figure S 2-3). Decreased 
growth in MEL cells resulted in delayed hemoglobinization, which was offset by one day 
compared to control cells, despite accelerated band 4.2 expression (Figure 2-5C, middle and 
right panels). These observations indicate that ET02 may regulate the proliferation of 
erythroid cells. We therefore investigated the molecular pathways that link ET02/TAL-l to 
cell proliferation. 
Gfi-l b is a zinc-finger repressor that govems the proliferation of erythroid 
progenitors in vitro (Garcon et al., 2005) and is essential for erythroid lineage cells in vivo 
(Garcon et al., 2005; Saleque et al., 2002). As Gfi-lb (Saleque et al., 2002) and TAL-l 
deficiencies (Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003) similarly disrupt the fonnation of 
erythroid cells in vivo and as the Gfi-l b promoter harbours a T AL-l DNA binding 
sequence located at - 245 (Huang et al., 2004), we hypothesized that Gfi-lb might be 
directly regulated by the TAL-l/ET02-containing complex. ChIP reveals that the Gfi-l b 
promoter is occupied by T AL-l and ET02 and the stoièhiometry of the complex changes in 
favor of TALI after Epo induction (Figure 2-6B). Thus, the induction of erythroid 
differentiation with Epo changes the ratio of T AL-l to ET02 occupancy of the Gfi-l b 
promoter in favor of TAL-l, together with increased histone H3 acetylation (Figure 2-6B) 
and increased transcription (not shown). 
P21, a cyclin-dependent kinase inhibitor and G 1 checkpoint regulator, is 
upregulated in chromatophilic erythroblasts (E3) exacly when cell cycle decreases (data not 
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shown). The p21 promoter contains several E boxes that could potentially recruit the 
ET02/T AL-l complex. As observed with Gfi 1 b, the p21 promoter is also occupied by 
TAL-l and ET02 (Figure 2-6C, left panel), and Epo induction changes the balance in favor 
ofTALl. Similarly, acetylated histone H3 increases at this locus associated with increased 
transcription (not shown). In accordance with these results, an ET02 directed siRNA 
increased Gfi-l b and p21 mRNA levels (Figure 2-6D). Together, our observations indicate 
that ET02 favors the expansion of erythroid progenitors and suggest a molecular pathway 
involving Gfi-l band p21. 
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Figure 2-6. Gfi-l band p21 are direct targets of the TAL-l/ET02 complex during erythroid 
differentiation. 
(A) ET02 knockdown with human or mouse ET02 siRNA (thick Hne) abrogated the growth of 
UT-7 cells and decreased the growth of MEL cells compared to cells transduced with a control 
siRNA (dotted line). (B and C) TF-I cells were grown in the presence of GM-CSF and chromatin 
extracts were subjected to immunoprecipitations with the indicated antibodies (IP) and species-
matched control IgG. ONA from immunoprecipitated chromatin was subjected to PCR analysis to 
detect the presence of Gfi-l b (B, left panel) or p21 (C, left panel) promoter sequences. Ratio 
changes in favor of activator (T AL-I and acetylated histone H3) over repressor (ET02) bound to 
the Gfi-I b (B, right panel) or p2I (C, right panel) promoters during Epo stimulation of TF -1 cells. 
AlI ChIP data are typical oftwo independent experiments. (0) Increased Gfi-Ib and p2I mRNA in 
UT-7 cells one day after delivery of an ET02 directed siRNA (black column) or a control siRNA 
(white column). Data shown are the average ofthree independent experiments and error bars denote 
S.O. 
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Primary CD34+ ceUs isolated from umbilical cord blood undergo erythroid 
differentiation in a two step culture system characterized by a 5-day period of expansion of 
erythroid progenitors in the absence of Epo, monitored by the expression of the CD34 and 
CD36 surface markers, foUowed by a 4-day period of erythroid differentiation in the 
presence of Epo, monitored by the expression of the CD36 and GP A (Figure 2-7 A) 
(Freyssinier et al., 1999). Similar to UT -7 ceUs, the delivery of ET02 siRNA deèreased by 
4 fold the expansion of the CD34-CD36+ population during the first phase and by 2-fold 
during the second phase of culture (Figure 2-7B and C). This was associated with a 2.5- and 
8-fold increased Gfi-1b and p2I mRNA levels during the first phase, respectively, and two-
fold increased p21 mRNA levels during the second phase of culture (Figure 2-7B and C). 
Despite decreased growth, ET02 knockdown in primary human erythroid ceUs did not 
affect terminal erythroid differentiation (Figure 2-7D). Together, these data indicate that 
ET02 is required for the expansion of erythroid progenitors but is dispensable for terminal 
maturation. 
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Figure 2-7. ET02 regulates the proliferation of erythroid progenitors. 
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(A) Schematical representation of the different stages of erythroid differentiation (MEP, 
BFU-E, CFU-E and erythroblasts) and of CD34 and CD36 expression within the two-step 
culture system used. (B) Left panel: Cumulative growth curves' of CD34-CD36+ cells 
during the first phase of erythroid precursor amplification in the presence of an ET02 
(thick Hne) or a control siRNA (dotted Hne). Right panel: Gfi-1b and p21 mRNAs levels 
were quantified on day three of culture when the CD4-CD36+ erythroid progenitors 
represent the main population. (C) Left panel: Cumulative growth curves of CD34-CD36+ 
cells during the second phase of erythroid precursor amplification in the presence of an 
1 
ET02 (thick tine) or a control siRNA (dotted Une). Right panel: quantification of p21 
mRNA level. Hemoglobinization of CD36+ cells after 4 days of culture with Epo was 
monitored by benzidine staining. Data shown in (B) and (C) are the average of two 
independent experiments and error bars denote S.D. 
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2.5 Discussion 
In the present study, we show a dual function for ET02 in controlling erythroid 
lineage outcome, first by fine tuning the expression of T AL-l target genes, and second, by 
controlling the expansion of erythroid progenitors. ET02 seems to be recruited to T AL-l 
containing complexes in undifferentiated CD34+ cells via physical interaction with E2A 
and inhibits the transcriptional activity ofthe complexes. Furthermore, the balance ofET02 
versus T AL-I/HEBIE2A in the complex determines the onset and the magnitude of 
erythroid differentiation in uncommitted progenitors. 
2.5.1 ET02 acts as a repressor of T AL-l target genes 
The ETO protein is a translocation partner of the acute myeloid leukemia (AML)-1 
transcription factor in human AML containing the t(8;21) translocation, resulting in 
expression of the AML-I-ETO fusion protein. The eto gene family consists of three 
members, ETO or MTG8, ET02 or MTG 16 (myeloid transforming gene chromosome 16) 
and MTGRI (myeloid transforming gene-related protein-l) (Davis et al., 20(3). This 
family is phylogenetically conserved and homologues are found in chicken (cETO) and 
Drosophila (nervy). The four nervy homology regions (NHR) are protein interaction motifs 
through which ETO and ET02 can interact with HDAC family members (Gelmetti et al., 
1998; Wang et al., 1998) and NcoR (Amann et al., 2001). Recently, ET02 was shown to 
associate with E2A and HEB via its NHRI. This interaction precludes recruitment of 
p300/CREB-binding protein (CBP) coactivators by E2A1HEB, thus inactivatin~ their 
transcriptional properties (Zhang et al., 2004). We show here that ET02 represses the 
activity of the T AL-l complex on erythroid genes and that the ratio of T AL-l to ET02 
increases during erythroid differentiation, coinciding with the timing of transcription of 
T AL-l target genes. 
Consistent with the repressor function of ET02, we found HDACI and HDAC2 
associated with the T AL-l complex in undifferentiated cells. On induction of MEL cell 
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differentiation, HDACs association decreased below the threshold of detection while 
TRRAP and BRD 1 were recruited to the T AL-l complex. TRAPP is an essential member 
of several chromatin modifying complexes with HAT activity (Herceg and Wang, 2005) 
and BRD 1 is a bromodomain protein, a structure that has been implicated as an acetyl-
lysine recognition module (Hassan et al., 2002). Thus, the exchange ofET02-HDAC1I2 for 
TRRAP-BRDl within the TAL-l complex during differentiation potentially results in 
covalent modifications of histone taUs that mark T AL-l target loci for transcription. In 
support ofthis possibility, we found increased histone H3 acetylation at the GPA locus in 
cells undergoing erythroid differentiation, coinciding with increased GP A gene expression. 
2.5.2 The dynamics and stoichiometry of the TAL-l complex during 
erythroid differentiation 
The TAL-l transcription factor can activate transcription if and only if all of the 
appropriate partners are recruited to target DNA sequences. This all-or-nothing behaviour 
that we refer to as coincidence detection allows for a tight control of gene expression 
(Lecuyer and Hoang, 2004). For example, obligatory TAL-l partners inçlude E2A or HEB 
bHLH transcription factors, LM02, Ldb-l and GATA-l or GATA-2 (Cohen-Kaminsky et 
al., 1998; Lahlil et al., 2004; Lecuyer et al., 2002; Wadman et al., 1997). Through unbiased 
mass spectrometry analysis, we identify here the se proteins as components of the core 
T AL-I complex, in which T AL-l acts as a nuc1eation platform (Lecuyer et al., 2002). In 
f 
this complex, T AL-l is limiting since elevating T AL-I dosage in the cell increases GP A 
expression (Hoang et al., 1996) while E2A is not, as shown here for EI2. Given that E2A is 
partitioned in T AL-l and non T AL-l complexes, these observations are not surprising. By 
these criteria, our functional studies suggest that ET02 is limiting and therefore, is not able 
to sequester E2A from the TAL-l complex. Consistent with this view, elevating ET02 
levels does not cause an imbalance of TAL-l over E2A or HEB at the GPA locus. We 
therefore surmise that ET02 represses the activity of the TAL-I complex. 
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During differentiation the composition of transcription factor complexes varies 
through exchange of components (Lecuyer and Hoang, 2004), resulting in differential 
transcriptional output (Lahlil et al., 2004). lndeed, GATA-1 is recruited in late erythroblasts 
(MEL), while in erythroid progenitors (TF-1), GATA-2 recruitement is favored (Lahlil et 
al., 2004). We identify here another dynamic variation of the TAL-1 complex that do es not 
involve partner substitution. We provide both biochemical and functional evidence that the 
stoichiometry of the ET02 repressor with regards to the content of the T AL-l, E2A or HEB 
activators varies during the process of erythroid differentiation and that ET02 levels 
determines the precise timing of expression of a set of erythroid-specific T AL-1 target 
• 1 
genes. It will be important to address the mechanisms that govern this stoichiometry. 
Our observations also suggest a biphasic imbalance in repressor to activator during 
differentiation. In undifferentiated cells, the T AL-1 complex associates with erythroid-. 
specific regulatory regions such as the GPA promoter or the HS-26'ofthe murine a-globin 
locus. This association might keep the chromatin in an open state but transcription is 
repressed by ET02. Local fluctuations in the association of ET02 with the T AL-1 complex 
within single cells could trigger intermittent and low levels of transcription at these loci and 
account for the low level of lineage gene expression in multipotential progenitors, a process 
known as lineage priming (Orkin, 2003). At the initiation of erythropoiesis, an elevation in 
T AL-1 and E2A or HEB levels changes the ratio of T AL-1 to ET02 in favour of T AL-l, 
which offsets the inhibitory activity of ET02 and triggers sustained expression of TAL-1 
màrked erythroid genes. 
2.5.3 Cell differentiation versus cell proliferation: implications in 
leukemias 
Late erythroid progenitors (CFU-E), pro-erythroblasts and basophilic erythroblasts 
are the most actively cycling cells in the bone marrow (40-50%) (Gregory and Eaves, 1978; 
lscove, 1977): Progression from the pro-erythroblast stage to the polychromatophilic 
erythroblast is associated with a sharp drop in cyc1ing cells and an induction of p21 
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(panzenbock et al., 1998). Thus, cell cycle arrest is intimately linked with terminal 
erythroid cell maturation suggesting that the two processes need to be co-ordinately 
regulated, but the underlying mechanism was not known. In the present study, we provide 
evidence that the dynamics of the TAL-l/ET02 complex controls the expression of two 
essential regulators of erythroid proliferation, Gfi-l b and p21, during terminal erythroid 
differentiation, as well as the expression of a subset of erythroid genes. Furthermore, ET02 
is required for the expansion of erythroid progenitors, but dispensable for terminal 
differentiation. Together, our observations are consistent with the view that growth 
cessation occurs when ET02 is decreased in erythroid progenitors, concomittent with the 
expression ofTALI target genes, thereby pushing the cells towards terminal differentiation. 
We therefore propose that the stoichiometry of ET02 within the TALI complex 
controls the transitional process from expansion to terminal differentiation, which may be 
viewed as an important checkpoint in normal development. Indeed, cell proliferation and 
differentiation are uncoupled in leukemias. It is possible that variants of the ET02-TAL-l 
complex control this critical transitional process in other lineages. Consistent with this 
hypothesis, the genes encoding several members of the ET02-T AL-I complex are 
rearranged or mutated in acute leukemias: ET02 in t(16;21) AML, TAL-lISCL and LM02 
in T-ALL, E2A in pre-B-ALL and GATA-l in acute megakaryoblastic leukemias of 
Down's syndrome. 
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2.6 Materials and Methods 
Cell culture and erythropoietin induction 
NIH 3T3, TF-l, UT-7 and MEL cells were cultured and stimulated to differentiate as 
described previously (Hoang et al., 1996; Lahlil et al., 2004). Huffian CD34+ cells were 
purified and differentiated as described (Freyssinier et al., 1999; Ravet et al., 2004). 
! 
Purification of T AL-containing complexes 
The tagged fulliength TAL-1 construct was obtained by the fusion Qfthe tal-l cDNA to the 
! 
BirA target peptide cDNA. BirAlEGFP fusion cDNA was obtained by the fusion of the two 
cDNAs. Both constructs were inserted in the TRIP-ôU3-EF1a; lentivirus vector and 
lentiviruses were produced and used to transduce MEL cells. Nuclear extract preparation, 
streptavidin binding and mass spectrometry were performed as described (de Boer et al., 
2003). All acquired product ion mass spectra were searched aga,inst a NCBlnr protein 
database using Mascot software (Matrix Science) and all potential matches were manually 
inspected. 
Immunoprecipitations and immunoblot analysis 
Nuclear extracts from the indicated cells were pre-cleared for 30 minutes at 4°C using 
Prote in G sepharose beads in lysis buffer (150 mM KCl, 0.1 mM EDT A, 3 mM MgCh, 
10% glycerol and 0.3% NP 40) containing protease inhibitors. Immunoprecipitations were 
performed in lysis buffer ovemight at 4°C using antibodies against E2A, ET02 (both from 
Santa Cruz) or TAL-l. Beads were washed six times with the lysis buffer at 4°C and bound 
material was eluted by boiling at 95°C in lx Laemmli buffer. Immunoblot analysis was 
performed as described (Leroy-Viard et al., 1995). 
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Binding of transcription factors on immobilized promQters and transient 
transactivation assays 
The -84 GP A promoteur fragments, wild type and the mutant for GA T A sites and E box 
(Lahlil et al., 2004), were biotinylated and subsequently immobilized on streptavidin coated 
magnetic beads (Dynabeads M-280). Nuclear extracts from TF-1 cells, with or without Epo 
treatment, were incubated with immobilized -84 GpA promoti;~rs in binding buffer (20 mM 
Tris [pH 8.0], 10% glycerol, 6 mM MgClz, 5 mM DTT, 0.1 mM'EDTA, 0.01% NP-40, 
lOuglul polydI-dC) in a final concentration of 100 mM. The binding reactions were 
incubated with rotation for 60 min at 30°C and washed twice with 0.3 ml of binding buffer. 
The proteins bound to the immobilized templates were recovered Jollowing a 5 minutes 
boiling step in SDS-PAGE sample buffer. Proteins were then resolved on SDS-PAGE and 
transferred to PVDF membranes for Western blot analysis. Band in~ensities were analysed 
with the Multigauge program (Fuji). 
Transactivation assays were performed in triplicates essentially as previously described 
(Lecuyer et al., 2002). Mouse ET02 complete coding sequence was cloned into pCDNA3.1 
vector. 
Chromatin immunoprecipitation 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed essentially as described 
previously (Lecuyer et al., 2002; Tremblay et al., 2003), using TF-1 cells. 
For real-time quantitative PCR analysis of the immunoprecipitat~d chromatin, we used 
Sybergreen detection kits (Qiagen) according to the manufacturer's instructions and the 
Stratagene Mx4000 apparatus (Stratagene). Primer sequences used for specific promo ter 
amplification are available upon request. A region of inactive chromatin was amplifiedas a 
negative control (ckit +13 532) as previously described (Lecuyer et al., 2002). Threshold 
cycles (Ct) were determined as recommended by the manufacturer's software for a dilution 
of input chromatin extracts and for each immunoprecipitated chromatin extract. The 
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occupancy of region X by protein p relative to input chromatin was obtainedas described: 
p(X) = 2[Ct(JP) - Ct(input)] (Geisberg and Struhl, 2004). Data are shown as fold enrichments 
over the values obtained for species-matched control Ig and the· negative c-kit control 
reglOn. 
Viral vectors and cell transduction 
For siRNA production, siDNAs were cloned downstream of the Hl promoter in a lentivirus 
vector that also can express the EGFP cDNA. For human ET02 overexpression, the ET02 
coding sequence was cloned into the pTRIP~U3-EFla. vector p1asmid. Lentiviral vector 
supernatants were produced as described (Amsellem et al., 2002) and used for infections. 
Retroviruses encoding ET02, or their MSCV control were produced by transfection of the 
293 VSV -G retro viral packaging cellline (Ory et al., 1996) and used for infections. 
Flow cytometry 
Fetal liver cells from embryonic day 12.5 were harvested and cultured overnight in the 
presence of retroviruses expressing either ET02-GFP or the MSCV -GFP control vector. 
Cells were stained with PE-Cy7-Terl19 antibodies and with l~g of propidium iodide to 
exclude dead cells and analyzed by fow cytometry with the LSR II (Becton-Dickinson). 
Erythroid precursors were purified as described previously (Socolovsky et al., 2001) using 
the F ACSAria (Becton Dickinson) 
RT-PCR 
Preparation of cDNA and specific PCR amplifications were performed as previously 
described (Herblot et al., 2000). Oligonucleotide sequences are available upon request. 
PCR products were revealed with internaI oligonucleotide probes and hybridation signaIs 
quantified through exposure to a PhosphorImager screen (Molecul3.! Dynamics, Amersham 
Biosciences). For real-time quantitative PCR, we used Sybergreen detection kits (Qiagen) 
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according to the manufacturer's instructions and the Stratagene Mx4000 apparatus 
(Stratagene ). 
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2.9 Supplementary data 
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TAL-1-blotln tag 
LM02 
Figure S 2-1. ET02 is associated with T AL-l in MEL cell nuclear extracts. 
Representation of the virus used to produce the biotinylated TAL-l protein and migration 
of various T AL-! partners on an SDS-P AGE gel after streptavidin pull-down of nuclear 
extracts from MEL cells expressing the T AL-l-biotin tag protein. Nuclear extracts before 
streptavidin pull-down is also shown (Input). Arrows point to the position of sorne of the 
transcription factors identified by mass spectrometry. 
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1 
Primary hematopoietic ceUs from mouse bone marrow were purified by flow cytrometry as 
depicted. CFU-Es are highly enriched in the LIN-CD71 + fraction.! The TERI 19+ fraction 
contained pro-erythroblasts (El), basophilic erythroblasts (E2), polychromatophilic 
erythroblasts (E3) and orthoehromatophi1ic erythroblasts (E4). ET02 and TAL-1 mRNA 
levels were quantified in the E 1, E2, E3 and E4 eeU populations by ~eal-time PCR. 
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Days of culture 0 1 2 3 4 5 
MEL control siRNA 0 0,5 1,1 3,1 5;1 B,3 
MEL ET02 siRNA 0 0,6 1,2 3 5,3 B,2 
Days of culture 0 1 2 3 4 
UT·7 control siRNA 0 1,B 2,9 5 B 
UT·7 ET02 siRNA 0 2 3 5,2 B,5 
Figure S 2-3 
The percentage of apoptotic cens during DMSO-induced differentiation of MEL cens or 
Epo-dependent growth of UT-7 cens was determined dayly using Annexin V and flow-
cytometryanalysis. 
3 ET02 prevents multi-lineage differentiation and 
promotes self-renewal in HSC 
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3.1 Contribution des co-auteurs 
J.A.L: Design expérimental, réalisation des expériences et analyse de toutes les données, 
rédaction du manuscrit. 
J.L: Transplantations des souris et analyse des souris primaires. 
S.H : Transplantation des souris, discussion et analyses des résultats. 
S.B: RT-PCR (Figure 3-1). 
G.S : Design expérimental et discussion. 
T.H : Design expérimental, analyses et rédaction du manuscrit. 
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3.2 Abstract 
Hematopoietic stem cells (HSC) undergo self-renewal in vivo whereas HSCs that 
are taken out of their niche dec1ine in culture. The Eto2 gene was identified as a 
translocation partner for AMLl. ET02 is a transcriptiona1 co-repressor that associates with 
, 
E2A and the SCL complex and govems the transition between a proliferative state and 
commitment to differentiation in erythroid progenitors. We now; pro vide evidence that 
1 
ET02 is also implicated in the control of hematopoietic stem cell fate. ET02 
overexpression inhibits differentiation and bypasses the need for environmental cues, 
resulting in a 100 fold expansion of HSC in vitro compared to control cells. ET02 
prec1udes HSC differentiation at an early stage and inhibits the generation of hematop?ietic 
progenitors of all lineages, without affecting proliferation or apoptosis. Together, our 
observations support a role for ET02 in HSC self-renewal possibly by preventing 
differentiation. 
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3.3 Introduction 
Hematopoietic stem cells (HSC) sustain a life-Iong production of the full spectrum 
of mature blood cells. This is achieved through a balance of self-renewal divisions through 
which HSCs give ri se to identical daughter cells and/or daughter cells committed to multi-
lineage differentiation. The self-renewal function of HSC is determined by the integration 
of intrinsic and extrinsic signaIs, which are either positive signafs promoting stem cell 
symmetrical division, and negative signaIs leading to quiescence, apoptosis or 
differentiation (reviewed in (Akala and Clarke, 2006). Sorne of these signaIs have been 
identified but overall, mechanisms governing self-renewal in HSCs remain to be elucidated. 
Of note, HSCs that are taken out of their normal environment decline rapidly, even in the 
presence of an optimal combination of cytokines and growth factors. Among the few 
regulators of self-renewal identified so far, the transcription factor HOXB4 is clinically the 
most promising candidate for several reasons. Ectopic HOXB4 expression induces a net 
2000-fold expansion of HSC numbers in vivo (Sauvageau et al., 1995; Thorsteinsdottir et 
al., 1999) and 40-fold ex vivo (Antonchuk et al., 2002). Furthermore, this expansion is 
observed at the HSC level without affecting the production of differentiated cells in vivo. 
Recently, we and others identified the ET02 transcriptional co-repressor as an 
inhibitor of erythroid lineage development (Goardon et al., 2006; Schuh et al., 2005). We 
have shown that ET02 represses the maturation of erythroid progenitors, while promoting 
their proliferation. Furthermore, our observations indicate that the stoechiometry of ET02 
to the SCL transcriptional activator coordinates growth cessation with terminal erythroid 
differentiation (Goardon et al., 2006). ETO proteins are known to act as an interface 
between DNA-binding transcription factors (hereby, SCL) and chromatin modifying 
enzymes associated with repressive function, like HDAC and N-CoR (Rossetti et al., 2004; 
Schuh et al., 2005; Goardon et al., 2006). Indeed, our proteomic analyses of the SCL 
complex indicate that the transition between an 'undifferentiated' and a differentiating state 
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in erythroid progenitors is associated with an epigenetic switch involving HDAC and HAT 
proteins. The recruitment of ET02 to transcriptional complexes maintains chromatin in a 
repressive state, which can be alleviated upon ET02 release or diminished occupancy on 
promoter. Interestingly, the human ET02 homologue, MTG 16, is highly expressed in 
undifferentiated cells (CD34+ or LIN-/c-kit) and down-regulated upon differentiation, 
while its expression in total bone marrow cells is almost undetectable (Lindberg et al., 
2005; Okumura et al., 2007), supporting a role for ET02 in HSC biology. Accordingly, the 
ET02 knockdown in zebra fish revealed a complete absence of definitive hematopoiesis 
(Meier et al., 2006). Significantly, leukemia is a1ways associated with an uncoupling 
between proliferation and differentiation (Tenen, 2003). Moreover, ET02 was originally 
identified as a AML1 translocation partner [t(16;21)] in human therapy related AML, 
strengthening the view that ET02 is a critical regulator of hematopoiesis and that aberrant 
expression of ET02 impairs the balance of proliferation and differentiation, not only in the 
erythroid compartment, but possibly at the HSC level. 
In view of ET02 expression in undifferentiated cells, the implication of ET02 
(MTG 16) in human AML, the requirement of ET02 for definitive hematopoiesis, and the 
role of ET02 in goveming the switch between proliferation and differentiation in the 
erythroid lineage, we have addressed ET02 functions in HSC. By overexpressing ET02 in 
fetal liver and bone marrow cells to perform in vivo and ex vivo functional assays, we 
provide evidence that ET02 promotes extensive HSC self-renewal, mainly by preventing 
early HSC differentiation. Our results support a new role for ET02 in the coordination of 
HSC differentiation and self-renewal and bring forward a new mechanism controlling self-
renewal by modulating chromatin accessibility. 
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3.4 Results 
3.4.1 ET02 is expressed in HSC-enriched population and down-
regulated in early myeloid progenitors 
An enrichment of ET02 mRNA in human CD34+ immature cells was reported 
(Lindberg et al., 2005). To gain insight into the role of ET02/MTGI6 in HSC and 
hematopoietic progenitors, we first examined ET02 expression by quantitative real-time 
PCR in purified populations. Hematopoietic stem cells include short-tem (ST) as weIl as 
long-term (LT) repopulating cells and both are found within the KSL (Kit, Sca+, LIN-) 
population. Recent studies revealed that LT-HSC also express distinctive adhesion markers 
(CDI50TD48+) (SLAM), not found in ST-HSC (Kiel et al., 2005). We also analysed early 
lymphoid (CLP) and myeloid progenitors (CMP), granuloid and megakaryo-erythroid 
progenitor (GMP and MEP) (Kondo et al., 1997). As shown in Figure 3-1, Eto2 expression 
levels are highest in populations that areenriched in HSC (KSL) and CLP. Low Eto2 
levels in the SLAM-KSL population (LT-HSC) suggest that elevated Eto2 expression 
within the KSL population cornes from ST -HSC, a rapidly expanding population with 
multi-lineage potential. In contrast, Eto2 expression decreases in aIl other progenitors 
(CMP, GMP, MEP). This differential pattern of expression suggests a role for ET02 in 
HSC regulation. 
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Figure 3-1 Eto2 expression in HSC and progenitor populations. 
Bone marrow cells were purified by flow cytometry to enrich for long-term (SLAM) and 
short-term (KSL) HSCs, and lineage progenitors (CLP, CMP, MEP and GMP). Eto2 
expression determined by q-PCR is high in HSCs and significantly down regulated in 
lineage progenitors except in CLP. 
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3.4.2 ET02 promotes in vitro expansion of fetalliver HSC 
To directly address the role ofET02 in HSCs, we overexpressed ET02 in fetalliver 
cells (E13.5) with the MSCV retroviral vector containing ET02-0FP or OFP alone, and 
analysed cells by flow cytometry and in culture (Figure 3-2A). Strikingly, the 
overexpression of ET02 generates a major shift of lineage positive cells toward lineage 
negative cells (Fig.2B, left panel). Among the lineage negative' cells, 69.5% are also 
positive for progenitor and stem cell markers'(c-Kit and Sca-l) (Figure 3-2B, right panel), 
indicating that ET02 specifically expands the KSL population while decreasing the mature 
Lin+ population. We then performed colony assays to evaluate their capacity to proliferate 
in culture (Figure 3-2C). In contrast to the increased frequency o(the KSL population in 
ET02 transduced cells, there is no significant difference in CFU n~bers between ET02 
and control cultures. However, in ET02-transduced cells, we notice9 the formation of large 
undifferentiated colonies referred to as High Prolifera~ive Potential colonies (HPP-CFU) 
(Figure 3-2C and D). HPP-CFUs have been correlated with cells capable of repopulating 
the bone marrow oflethally irradiated mice (McNiece et al., 1990). To confirm that these 
colonies were indeed HPP-CFU, colonies were replated individually to assess their growth 
curves in liquid culture (Figure 3-2E). Control cells decline within 3 days of culture. In 
contrast ET02-cells continue to grow extensively in culture, confirming their high 
proliferative potential. Together, these results indicate that ET02 expands an immature 
population that has a high proliferative potential, but is deficient in producing differentiated 
cells, consistent with the reported role of ET02 in blocking erythroid differentiation 
(Ooardon et al., 2006). 
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Figure 3-2. ET02 overexpression in fetal liver cells expands the KSL population and 
progenitors with high proliferative potential at the expense of differentiated cells. 
A) E13.5 fetalliver cells were transduced with ET02-GFP or GFP alone as a control: Two 
days following gene transfer, cells were analysed by flow cytometry or plated in 
methy1cellulose culture for 10 days. Individual colonies were then picked and individually 
transferred in 96-well liquid culture. B) Cells were analysed by flow cytometry following 
gene transfer. ET02-expressing cells are highly enriched in lineage negative and KSL cells 
compared to control cells expressing the GFP vector alone. Data are shown for GFP+ cells 
and are representative of two independent experiments. C) CFUs (excluding HPP) were 
scored at day 10 of methylcellulose culture. D) HPP colonies are observed in ET02 cells 
only, as seen on a contrast phase microscope (30X). E) Individual HPP colonies were 
transferred in liquid culture for 10 days. Every 3 days, cells were counted and reseeded at 
1 x 106 cells/ ml. 
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3.4.3 ET02 represses multi-lineage differentiation and expands primitive 
populations 
To tùrther define ET02 function in HSC population, we transduced bone marrow 
ceUs with ET02 and analysed the ceUs by flow cytometry and by transplantation in limiting 
dilution assays (Figure 3-3A). The cells were either transplanted immediately after gene 
delivery (referred thereafter as dO transplantation) or after ? days of culture (d? 
transplantation) to assess their ex vivo potential. Furthermore, ceUs recovered from primary 
hosts were retransplanted into secondary hosts. In addition to ET02 and control GFP, we 
included HOXB4 as a control for HSC expansion (Sauvageau et al., 1995; Thorsteinsdottir 
et al., 1999; Antonchuk et al., 2001; Antonchuk et al., 2002). 
ET02 transduction resulted in high ET02 protein levels in GFP-positive ceUs as 
compared to ceUs transduced with an empty vector control (Figure 3-3B). We next analysed 
cell surface markers by flow cytometry, immediately after infection (dO) or ? days after 
culture (d?), using lineage markers (LIN: CD3, B220, TerllO, Gr-l, and CDllb), and stem 
cells markers (c-kit and Sca-l). As shown in Figure 3-4A, the KSL population within the 
control GFP positive population was barely maintained under these culture conditions 
which are suboptimal for HSC growth (Fraser et al., 1992; Erna et al., 2000; Uchida et al., 
2003). In contrast, ET02 induces a 1?5 fold enrichment of the KSL population (GFP 
positive), suggesting the role of ET02 in promoting expansion <;>f the KSL population 
under sub-optimal conditions. Similarly, HOXB4 induces an expansion of KSL ceUs as 
weIl (l0.8X). We then performed progenitor assay (CFU) and found that their frequencies 
was not increased by HOXB4 expression, as expected (Figure 3-4B). Indeed, CFU assays 
measure progenitors function, more than HSC's. In contrast, CFU were severly impaired by 
ET02 expression. Thus, despite the expansion of the KSL population which is enriched in 
HSC, committed progenitors as defined in colony assays were inhibited by ET02, 
consistent with data observed using fetal liver cells. These observations suggest a 
differentiation defect at early stages. 
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A) Experimental outlines to assess ET02 function in HSCs. Ly5.1 bone marrow cells were 
transduced with ET02, HOXB4 or empty MSCV -GFP vector (mock) as a control. The 
green fluorescent protein (GFP) was co-expressed as a marker to isolate and track 
transduced cens. Transduced cens are either immediately transplanted in Ly5.2 mice for 
limiting dilution analysis (CRU) on day 0 or kept in culture for 7 days prior to limiting 
dilution analysis to determine HSC frequency. HSC ex vivo expansion was calculated as 
the ratio of CRU on d7 over that of dO. HSC in vivo expansion was assessed by 
transplanting bone marrow cells that were recovered from mice transplanted on dO. B) 
ET02 protein is expressed in ET02-GFP positive cens compared to GFP control cells. 
Spleen cens from the mi ce transplanted with control cells or ET02-cells (CD45.1 +) were 
sorted for GFP expression and analysed for protein expression by western blotting. 
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Figure 3-4. ET02 specifically expands the HSC (KSL) pool without affecting progenitors 
(CFU) in vitro. 
A) ET02 promotes HSC (KSL) expansion in culture, whereas the percentage of KSL in 
control cultures remains constant. The expansion induced by ET02 is comparable to that 
supported by HoxB4. Data shown are representative of at least two independent 
experiments. B) CFU frequency for ET02, HOXB4 or control transduced cells at day 0 and 
7. In parallel to transplantation studies, transduced cells were plated either on day 0 or day 
7 in methylcellulose cultures to determine the frequency of all hematopoitic progenitors 
(CFU). Colonies were scored 9 days after cultUre. 
Transduced cells were. therefore transplanted and long term reconstitution was 
analysed in the peripheral blood and bone marrow. The GFP+ fraction from ET02 mice 
were enriched for Sca-l expression, a marker for progenitor cells (Figure 3-5A). To address 
whether the expansion observed in vitro for the KSL population correlates with an 
expansion of LT -HSC, we calculated CRU frequency based on reconstitution within the 
KSL population. Interestingly, this analysis revealed that ET02 has a minimal effect on 
HSC on day 0 (1.6 fold increase over control MSCV) white inducing a dramatic 100 fold 
increase compared to control cells after 7 days in culture (Figure 3-5B). An ex vivo 
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expansion of this magnitude has only been reported for HOXB4 bd supports a role for 
ET02 in HSC maintenance or self-renewal. This activity of ET02 is uniquely evident in 
vitro, Le. under conditions that are suboptimal for HSC self-renewal. To assess whether 
ET02 impedes differentiation in vivo, we analysed the percentage of GFP positive cells for 
alilineages in the peripheral blood twelve weeks following trans~lantation. As shown in 
Figure 3-5C, high reconstitution was observed with control cells prior to culture (dO) but 
not after culture (d7). In contrast, very few GFP positive cells were ~ound either on dO or d7 
for ET02 expressing cells, whereas HOXB4 confers higher rep~pulation activity than 
control on d7, as expected. These results indicate that ET02 impedes multilineage 
differentiation in HSCs. Furthermore, ET02 overexpression did not: affect HSC numbers in 
vivo (dO), consistent with its low level expression in these cells. H~wever, ET02 expands 
HSC in vitro (d7) whereas control HSCs normally decline. These observations suggest that 
ectopic ET02 expression bypasses the need for environmental cues to sustain HSCs outside 
1 
of their niche. 
We next assessed whether GFP expression correlates with' the presence of ET02 
1 
cDNA in each lineage (Figure 3-5D). ET02 integration was found in total bone marrow as 
well as in purified GFP+/c-Kit, 18220+ and ICD3+ cens but not in GFP' cens. Of note, 
ET02 DNA integration was not detected III e~oid (Ter 11 9+) and 
granulocytic/monocytic (CDllb+) cens. Thus, the few GFP+ that we were able to detect in 
these lineages lacked ET02, suggesting a selection for non ET02 expressing cens in 
1 
granulo-monocytic and erythroid cells. Taken together, our results indicate that ET02 
expands the HSC population and inhibits differentiation in all lineages, although B and T 
cells are less affected than myeloid and erythroid cens. Thereby, the low proportion of 
ET02 transduced cens in the peripheral blood (Figure 3-5C) and the low CFU counts 
(Figure 3-4B) are likely direct consequences of a differentiation blockade. These analyses, 
performed 8 months after transplantation, indicate that the GFP+ KSL population analysed 
in these mice derived from long-term repopulating stem cens (LT-HSC). We propose that 
ET02 bas expanded LT-HSC ex vivo by promoting self-renewal, and that these cens are 
unable to progress through differentiation. 
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Figure 3-5. ET02 overexpression in bone marrow cells blocks differentiation and promotes 
HSC expansion in transplantation assays. 
A) Bone marrow cells from mice transplanted with ET02 or control (empty vector) cells 
as depicted in figure 3-3A were analysed by flow cytometry for lineage markers, c-Kit and 
Sca-l expression. Shown are representative flow cytometry analyses of one mouse 
transplanted with ETO-2 expressing cells or control cells, within the LIN- population. B) 
ET02 induces HSC expansion in vivo. Shown are CRU frequencies calculated on the basis 
of GFP+ KSL recovered in the bone marrow of transplanted mice. Ç) ET02 impedes blood 
reconstitution. Transplanted mi ce were analysed for reconstitution in the peripheral blood 
for the percentage of GFP+ cells 12 weeks following transplantation on day 0 (left graph) 
and day 7 (right graph) in regard of injected cell doses: A (200,000 cells), B (50,000), C 
(10,000) and D (2,000); E (1/5 from 1,000,000 cells at dO of cell culture), F(l/50), G 
(1/500), H (115,000) and 1 (1/50,000). D) ET02 DNA integration in GFP+ bone marrow 
cells. GFP+ cells were sorted (10,000) and the presence of the ET02 cDNA was determined 
by PCR amplification. E2F serves as a control for DNA extraction. 
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3.4.4 ET02 influences HSC self-renewal and inhibits the generation of 
early progenitors 
An expansion of either LT-HSC or ST-HSC cou1d in princip1e give rise to an 
expansion of the KSL population in vivo. Since our ana1ysis was perfonned 8 months after 
transplantation, we have most likely assessed LT-HSC. To further clarify the question 
whether ET02 influences the self-renewal of LT-HSC, we proceeded with secondary 
transplantation (Figure 3-6A). Retroviral integration sites were detennined by Southern 
blotting as markers of clonality. To assess self-renewal, we compared retroviral integration 
in genomic DNA of bone marrow cells recovered from both primary and secondary 
transplantations (Figure 3-6B). In primary transplanted mi ce (lanes 1-8), there are multiple 
viral integrations of various intensities, a pattern reminiscent of a po1yclonal reconstitution. 
Interestingly, sorne bands (a, b and c) are shared among primary mice and secondary mice 
(lanes 9-11), suggesting that se1f-renewal has occurred in sorne clones both in vitro and in 
vivo. Of note, integration patterns are identical in secondary mi~e (lanes 9-11) and the 
presence of multiple bands suggests that multiple clones are dominant. As this analysis was 
done with secondary hosts 6 months after transplantation, we concluded that self-renewal 
1 
occurred in Long Tenn-HSC (LT-HSC). 
Contrary to primary transplantation, a high proportion of GFP+ cens were detected 
in the peripheral blood of mice transplanted with Eto2-expressing cens. These, however, 
did not express lineage markers and were mostly KSL (Figure 3-6C). Analysis of the GFP+ 
population in the bone marrow of these mi ce revealed that these cens were an LIN - (data 
not shown), as found in the peripheral blood, and were mostly CD150+CD48- (Figure 
3-6D). This SLAM-LIN- phenotype (Kiel et al., 2005) is consistent with their functional 
characteristics as L T -HSC. In contrast, GFp· cens were mostly LIN+ and resemble the 
phenotype of control cells expressing the empty MSCV vector (Figure 3-6D). As observed 
in the primary transplantation, we found that ET02 induces a 1000 fold increase in KSL 
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cens (Figure 3-6E). To exclude the possibility that this increase in KSL could be due to an 
effect of ET02 on ST-HSC, we compared the ratio of KSL over SLAM-LIN- of control 
cens and ET02-expressing cens (Figure 3-6F, left panel). We reasoned that an activity of 
ET02 on ST-HSC would translate into a 1000 fold difference between these two ratios, 
whereas a specific activity on LT-HSCs would not affect this ratio. We found that the ratio 
was mostly comparable between control cells and ET02 expressing cells, indicating that 
the expansion in the KSL population derives from the expansion within the SLAM-LIN-
population. 
To identify the earliest progenitors that are inhibited by ET02 overexpression, we 
analysed CMP (commun myeloid progenitors) and CLP (commun lymphoid progenitor), 
representing the earliest committed progenitors during HSC differentiation process (Akashi 
et al., 2000). The ratio of progenitors per HSC (SLAM) indicates that ET02 induces an 
early blockade of myeloid lineages as there is a 40 fold reduction for CMPIHSC in 
comparison with control cens (Figure 3-6F). In contrast, the ratio of CLP/SLAM was not 
significantly different between the two groups. These effects are consistent with elevated 
ET02 expression in the KSL and CLP populations and indicate that the down regulation of 
ET02 is required for early differentiation into the myeloid lineages but not the lymphoid 
lineages. This blockade is also observed with the GMP/SLAM ratios, indicating that 
myeloid lineage is impeded at multiple stages. 
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Figure 3-6. ET02 promotes HSC s~lf-renewal and prevents early differentiation. 
A) Experimental outlines of analysis performed on secondary transplanted mice. B) 
oligoclonal reconstitution by ET02-expressing bone marrow cells. Digested gDNA from 
ET02 bone marrow cells was probed with the full length GFP sequence. Lanes 1 to 4 
correspond to 4 mice from the primary transplantation (dO), lane 5 from one mouse 
transplanted with d7 bone marrow cells, and lanes 6 and 7, from 2 secondary transplanted 
mice (2nd Tx). Each letter is indicative of a single viral integration. C) Prevalence of HSC-
like cells in the GFP+ fraction of the peripheral blood of ET02 mice. F ACS analysis was 
done on GFP+ population. D) GFP+ ET02 transduced cells are highly enriched for 
SLAM-LIN" (CI50+CD48-) cells in the bone marrow. In contrast, the GFP" fraction from 
these same mice resembles the GFP+ fraction of mice transplanted with control cells. E) 
ET02-induced expansion of the KSL population in vivo. Data shown are the ratio of 
output/input KSL 6 months following secondary transplantation. F) ET02 inhibits the 
earliest commitment step in HSC. The numbers of CMP, GMP and CLP per HSC 
(SLAM-LIN"population) are decreased by ET02 expression whereas the numbers of KSL 
per HSC remain unaffected. Data shown are the median ± SD of 3 (ET02) or 4 (control) 
mice. 
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Contrary to the bone marrow, we found GFP+ cens in the spleen of ET02 mice that 
were LIN+, although these were lower than control spleens. These observations suggest 
extra-medunar haematopoiesis that compensates for deficiency in the bone marrow. 
Nonetheless, ET02 spleens show hypertrophy (3-4 fold more cens) and contained large 
numbers of immature cens (Table 3-1), in accordance with the presence of blasts in the 
peripheral blood. Furthermore, B lineage (B220+), as wen as T lineage (CD4+ or CD8+) 
cens were decreased in percentage (Table 3-1) and absolute numqers, indicating that the 
down regulation of ET02 is required for differentiation to proceed in lymphoid lineages. 
Together, our observations indicate that ET02 hinders multi-lineage, differentiation. 
ET02 Control 
Total cell number per spleen 120x106 +/- 67x106 39x106 +/- 12x106 
GFP positive cells: 
CD4% 1,5 +/- 1,1 25,9 +/- 2,4 
CD8% 7,7 +/- 7,1 14,5 +/- 2,9 
B220% 2,6 +/- 3,6 43,8 +/- 16,1 
CD11b% 3,1 +/- 5,1 11,0 +/- 14,9 
Immature cell % 
(CD11b-; B220-; CD8-; CD4-) 84,8 +/- 10,4 3,6 +/- 4,2 
Table 3-1 Flow cytometry analysis of the spleen. 
The spleens of mice reconstituted with ET02-expressing cens contain high numbers of 
immature hematopoietic cens (CD45.1 +GFP+LIN-) whereas the spleens of mice 
transplanted with control cens contained mostly B and T lymphocytes. Shown are lineage 
markers within the GFP positive population only. 
3.4.5 ET02 does not affect cell cycle distribution or apoptosis 
In secondary transplant recipients, ectopic ET02 expression is characterized by a 
striking expansion of HSC in the bone marrow. As shown in Figure 3-6D, there is a major 
enrichment for SLAM-LIN- population in the bone marrow. To address the possibility that 
this expansion may be associated with increased proliferation or decreased apoptosis in 
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addition to differentiation blockade, we analysed progenitor (LIN) and'HSC (SLAM-LIN), 
populations for their cell cycle distribution using the Hoechst dye (Fig. 7 A-B). 
Surprisingly, ET02 and control cells show neither significant difference in the percentages 
of cycling cells (S-G2-M) or apoptotic cells (sub-G 1), neither in progenitors (LIN-) nor 
HSCs (SLAM-LIN-). We therefore conclude that ET02 expression does not affect cell 
cycle distribution or apoptosis in primitive populations. Therefore, we propose that ET02-
HSC-expansion is mostly due to a differentiation blockade. 
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Figure 3-7 The expansion of HSC mediated by ET02 is not associated with change in 
proliferation, or apoptosis. 
A) Bone marrow cells from secondary transplanted mice were analysed for cell cycle 
distribution in sub-G 1, GO-G 1 and S-G2-M phases. Shown are Hoescht staining of LIN-
populations. B) Cells populations (LIN- and SLAM-LIN} from ET02 or control mice do 
not exhibit differences in the percentage of cycling cells. 
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3.5 Discussion 
; 
In the present study, we show that ET02 is expressed in primitive hematopoietic 
cells and that ectopic ET02 expression promotes HSC self-renewal associated with an 
inhibition of multi -lineage differentiation. 
3.5.1 ET02 increases the HSC pool size mainly by preventing 
differentiation 
Upon entry into the cell cycle, HSC faces two options: asymmetrical or symmetrical 
; 
divisions. The first one results in one differentiating and one identical daughter cell, thereby 
preserving stem cell number and sustaining blood formation, a p~ocess referred as self-
renewal of maintenancè (SR-M). Altematively, cells undergoing sy~metrical divisions can 
either give rise to two self-renewing cells, expanding the stem cell pool, referred as self-
1 
renewal with expansion (SR-E), or to two differentiating cells with a net loss in stem cell 
number. Thus, the self-renewal division rate directly contributes to the HSC pool size, and 
to the overall homeostasis ofthe hematopoietic system. 
Most studies were done with the AMLI-ET02 fusion gene while very little is 
known. on ET02 functions in the hematopoietic system. Nonetheless, we and others have 
accumulated evidence demonstrating specific roles for ET02 in 'normal hematopoiesis. 
Here, we reveal a new function for ET02 in sustaining HSC seW-renewal by preventing 
differentiation. This new role for ET02 is in accordance with our previous findings that 
ET02 impedes erythroid differentiation and promotes erythroid progenitor proliferation. 
ET02 initiates a lOO-fold ex vivo expansion of HSCs during a 7 day culture period 
and a 1000-fold in vivo expansion of HSC as assessed by limiting dilution analysis. This 
expansion is comparable to that mediated by HOXB4. However, there are also sorne 
striking differences between HOXB4 and ET02. Following myeloablative transplantation, 
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the stem cell pool is reconstituted to 10% of the initial reservoir only (Sauvageau et al., 
1995; Pawliuk et al., 1996; Thorsteinsdottir et al., 1999). Upon HOXB4 over-expression in 
bone marrow cells, the stem cell pool is reconstituted to 100% regardless of cell doses 
(Thorsteinsdottir et al., 1999), suggesting that HOXB4 strongly reinforces self-renewal 
cues, in respect of physiological demand, that would not be nonnally sufficient for a full 
reconstitution. In contrast, ET02 expressing cells aberrantly fill the bone marrow and even 
circulate in the periphery, disregarding bone marrow limits. Unlike HOXB4 cells that can 
still differentiate and leave the niche (Antonchuk et al., 2002), the differentiation blockade 
imposed by ET02 may by itself result in an expansion of the stem cell pool. In addition, 
diminished differentiation may also perturb bone marrow homeostasis. Indeed, it is 
believed that differentiating cells would provide negative signaIs that inhibit HSC 
proliferation, reflecting limited niche availability (Sauvageau et al., 2004). Since ET02-
overexpressing cells are locked in an undifferentiated state, the lack of negative feedback 
signaIs to refrain stem cell proliferation may also cause this huge expansion of the pool of 
HSCs. 
3.5.2 ET02 prevents Iymphoid differentiation by blocking E protein 
function 
Ectopic ET02 expreSSIOn does not prevent the generation of early lymphoid 
progenitors, in accordance with high levels of endogenous Eto2 expression in CLPs. 
Together, our observations indicate that ET02 does not prevent lymphoid lineage 
commitment. However, ET02 clearly blocks lymphocyte maturation as evidenced by the 
absence of GFP+ B or T lymphocytes in the peripheral blood. Since Eto2 levels are low in 
mature lymphoid cells (Lindberg et al., 2005), our functional studies indicate that the down-
regulation of Eto2 gene expression is required for B and T lineage development. E proteins 
are among the best described regulators of lymphoid development, and are required for B 
and T lymphocyte maturation (Bain and Murre, 1998). E proteins recruit ETO proteins via 
their activation domain 1 (ADl), leading to a displacement of p300 and transcription 
repression (Zhang et al., 2004). Accordingly, ET02 is recruited to the SeL complex 
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through direct E protein binding in erythroid and megakaryocyte celllines (Goardon et al., 
2006; Schuh et al., 2005), acting as a platform for co-repressors, inciuding HDACs and N-
CoR. Together, the observations are consistent with the view that ET02 prevents Iymphoid 
1 
differentiation by repressing E prote in function. 
3.5.3 Other regulators associated with differentiation and self-renewal 
Two lineage-affiliated transcription factors have been shown to influence HSC 
function, PU.l and CIEBPa. Indeed, loss of PU.1 and C/EBPa allows for increased 
competitive repopulation by HSCs (Iwasaki et al., 2005; Porse et al.', 2005), consistent with 
their differentiative roles in the myeloid lineages [reviewed by (Friedman, 2007)] that 
antagonize self-renewaL Notch1 also controls lymphoid differentiation and HSC self-
1 
renewal properties (Karanu et al., 2000; Stier et al., 2002). Indeed, Notchl activation results 
in differentiation blockade associated with a 10-fold expansion ,of HSC in vivo. The 
proliferation rate is not affected in these cells, suggesting that differentiation blockade is 
responsible for HSC expansion, as reported here for ET02. Together, these observations 
are consistent with the view that HSC self-renewal depends at least in part on suppression 
of multilineage differentiation. 
3.5.4 ET02 and leukemia 
Integrity of the bone marrow niche is crucial for HSCs self-renewal (Zhang et aL, 
2003). Indeed, HSCs that are taken out of their niche are rapidly lost, mainly due to 
differentiation and also possibly to incapacity to proliferate. However, cells maintained in 
culture for 7 days can self-renew extensively following ET02 overexpression (Figure 3-5), 
suggesting that ET02 overexpression bypasses the requirement for the bone marrow niche. 
By preventing differentiation, ET02 allows HSCs to accumulate, resuIting in the expansion 
of this pool. Interestingly, we report here that the expression of ET02 is very low in L T-
HSC (SLAM), a cell population that has to stay in the bone marrow niche and to respond 
tightly to this microenvironment. However, ET02 expression increases markedly in the 
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KSL population containing a high proportion of ST -HSC, a population that can leave the 
niche and be found with rhythmic circulation in the periphery (Mendez-Ferrer et al., 2008). 
It is possible that ET02 overexpression in LT-HSC interferes with communication between 
the niche and HSCs, leading to a massive HSC expansion mainly caused by differentiation 
blockade. 
There is a strong correlation of genes associated with expansion and with cancer, in 
particular with genes associated with differentiation blockade (Ten~n, 2003). AML1-ETO 
and AML1-MTG16 repress transcriptioJ;l and block myeloid differentiation (Lutterbach et 
al., 1998; Wang et al., 1998; Rossetti et al., 2005). Moreover, human progenitors 
overexpressing AML1-ETO, a fusion composed of AML1 and ETO [67-75% homology to 
MTG16a and MTG16b, respectively (Davis et al., 2003)], retain ~ immature phenotype 
and show a polyclonal expansion (Mulloy et al., 2002), similarly to what we observed with 
ET02 overexpression. A.s ET02 compromises HSC differentiation potential, the bone 
marrow is filled with uncommitted cells associated with a pre-Ieukemia state (Hope et al., 
2003). 
It has recently been shown that many of the genes repressed by AML1-ETO are not 
AML 1 target gene (Shimada et al., 2000), while many genes associated with self-renewal 
(Notch and Wnt pathways) are up-regulated (Muller-Tidow et al., 2004; Alcalay et al., 
2003). Thereby, the classical model stipulating that AML1 is converted to a repressor by 
the fusion with ETO members seems to be far more complex. Our present study support 
that many of the pre-Ieukemia effect (HSC expansion and differentiation blockade) is a 
direct consequence of ErO or ET02 overexpression that possibly interferes with niche 
signalling. We propose that, ET02 is an efficient repressor of lineage associated-genes and 
forces symmetrical divisions directly by interfering with chromatin accessibility. 
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3.6 Material and Methods 
Mice 
AlI mi ce lines were of the C57BL/6 background and maintained under pathogen-
free conditions according to institutional animal care and use guidelines. Animal 
experiments were approved by the Université de Montréal Animal Ethical Committee. 
Retroviral Vectors and infection of bone marrow or fetalliver c~lls 
MSCV-ET02-PGK-GFP (Goardon et al., 2006), MSCV-HOXB4-IRES-GFP, and 
the MSCV-lRES-GFP (Antonchuk et al., 2002) vectors were used for generation of 
retrovirus producing GP+E cells, and fetal liver or bone marrow. celIs transduction was 
performed as described previously (Sauvageau et al., 1995). perceniage of infection (GFP+ 
celIs) was determined by FACS analysis using BD LSRII System (BD Biosciences, San 
Jose, CA, USA). 
In Vitro Culture of Transduced DM and fetal liver Cells and transplantation of bone 
marrow cells 
In vitro culture and transplantation were performed essentialIy as described 
previously (Sauvageau et al., 1995). Briefly, after 2 days of co-culture with GP+E, bone 
marrow celIs were immediately used for competitive repopulation assay (dayO 
transplantation) or initiated at a density of 1 Xl 06 celIs/ml, in media supplemented with 
15% fetal calf serum (FCS), 6 g/ml of interleukin (IL )-3, 10 ng/ml of. IL-6 and 100 ng/ml of 
stem celI factor (SCF) for an additional 7 days beforetransplantation (day7 
transplantation). CelIs were split at day 3 to maintain a cell density ~f 1 X 106 celIs per ml. 
AlI Cytokines used in this paper were prepared at IRIC as COS celI supematants. AlI other 
media components were purchased from GIBCO/lnvitrogen Corp. (Burlington, ON, 
Canada). 
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Competitive Repopulating Unit (CRU) Assay 
The competitive repopulation assay was performed essentially as previously 
described (Antonchuk et al., 2001). Briefly, cell doses ranging from 2 X103 to 2 XlO? (five 
mice per group) were injected, along with 1 X105 fresh BM cells for support, into lethally 
irradiated (850 cGy)Ly5.1 recipients (donor are Ly5.2). Peripheral blood (PB) samples 
were taken at multiple intervals following transplantation and CRU was determined by 
F ACS analysis. Mice engrafted with greater than 1 % donor-derived cells in both lymphoid 
(B220 and CD3), erythroid (terll9) and myeloid (Grl and Macl) subpopulations were 
considered positive. CRU frequencies were calculated by applying Poisson statistics to the 
proportion of negative recipients at different dilution using L-CALC software (StemCelI 
Technologies). Altematively, CRU frequencies was based on the proportion of mice 
engrafted with greater than 1 % donor-derived cells with GFP+ and KSL phenotype, to 
overcome ET02-mediated differentiation blockade. 
Flow cytometry 
Freshly isolated cells from BM and fetal spleen cells or peripheral blood cells 
depleted in red blood cells were resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) with 2% 
FCS and the appropriate antibody mixture: CD45.1-PE-Cy7; CD45.2-PE-Cy5.5; B220-PE-
CyS or B220-biotin; CDllb-APC, CDl1b-PE-Cy7 or CDllb-biotin; CD3-PE or CD3-
biotin; terll9-PE or terlI9-biotin; c-kit-APC; Sca-PE; Gr-I-biotin; IL-7 Rc-PE-Cy7 
(CDI27); FcRy-PE-Cy5.5; CD48-APC; and CDI50-PE-Cy5. Biotinylated antibodies were 
detected with streptavidin conjugated either with PE-Cy5, or APC-Cy7. Dead cells were 
exc1uded by propidium iodine staining. Cells were analysed on a F ACS LSRII instrument 
(BD Biosciences) using DIVA software (BD Biosciences). AlI cell sorting was done with 
the FACS ARIA (BD Biosciences) instrument. 
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Cell-cycle analysis using Hoechst 33342 
Isolated bone marrow cells fro~ secondary transplanted mice were incubated for 30 
minutes at 37°C in DMEM containing 2% fetal calf serum (FCS), lmM HEPES pH7.4 and 
10 Ilg/ml of Hoescht 33342 (Molecular Probes). After several washes, in PBS supplemented 
with 2% FCS, cells were stained for SLAM-LIN-. F ACS analysis was visualized on a linear 
scale. 
Southern blot 
gDNA from total mouse bone marrow was extracted with DNAzol and digested 
with BamHl. Complete GFP fragment obtained by restriction digestion of MSCV -pgk-GFP 
plasmid was used to probe the blot. 
Clonogenic Progenitor Assays 
Hematopoietic c1onogenic progenitor frequencies were determined by plating 
suitable aliquots of transduced bone marrow or fetal liver cells in IMDM medium 
supplemented with 1 % methylcellulose, 15% Fetal Calf Serum (FCS) (Gibco), 5.7% of 
deionized BSA, 200ug/ml Transferrin, lxlO-4M p-mercaptoethanol with SOng/ml SCF, 
lOng/ml IL-3, and lOng/ml IL-6 and SU/ml of EPO. Colonies were scored after 7 or 10 
days of incubation. Cell clusters of more than 50 cells were scored as one colony. To 
evaluate proliferation potential of colonies, individual colonies· were transferred from 
methylcellulose to liquid cultures and expanded for 10 days in IMDM, supplemented with 
10% FCS, IL-3 (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), IL-Il (100 ng/ml), SCF (100 ng/ml), and 10-
SM p-mercaptoethanol. 
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DNA extraction and Polymerase Chain Reaction on bone marro~ sorted population 
Bone marrow cells from primary transplanted mice were sorted based on different 
combinations of cell surface markers to isolate population of each lineage, and 
uncommitted cell populations. 10000 cells were recovered for each population. To confirm 
DNA viral integration, DNA was extracted and PCR amplified using the REDExtract-N-
Arnp tissue PCR kit (SIGMA). Oligonucleotide sequences for ET02 integration or control 
E2F are available upon request. PCR product specificity has been confirmed with internaI 
radioactive probe. 
Western blot 
Total protein extract from sorted GFP+ spleen cells was ran on 10% acrylamide gel 
and transfer to PVDF membrane (see (Goardon et al., 2006) for details). ET02 antibody 
(C20) and GFP antibody (sc-8334) are from Santa Cruz biotechnology (California). 
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4 Discussion générale 
158 
Le facteur SCL est impliqué dans plusieurs fonctions essentielles hématopoïétiques, 
allant de l'établissement des cellules souches jusqu'à la maturation terminale des cellules 
érythrocytaires. Ces fonctions seraient impossibles sans l'association de SCL avec d'autres 
partenaires protéiques. Les différents partenaires formant le complexe modifient son 
comportement, permettant une grande flexibilité dans la régulation génique. Le but premier 
de mon projet de thèse était de faire une analyse' systématique des complexes 
transcriptionnels SCL, afin de dévoiler de nouveaux mécanismes d'action et de comprendre 
globalement la régulation transcriptionnelle du système hématopoïétique. 
J'ai d'abord utilisé une approche de purification de complexes en conditions 
physiologiques afin d'identifier de nouveaux partenaires de SCL. Cette purification m'a 
conduite à plusieurs découvertes et constatations intéressantes. Mes analyses protéomiques 
en spectrométrie de masse (voir chapitre 2 et Annexe 1) apportent de nouvelles preuves que 
les complexes SCL sont dynamiques. La transition entre les différents états de 
différenciation implique des échanges de co-facteurs, tels que les HDACs et les TRRAPs. 
J'ai aussi révélé que SCL ne s'associe pas strictement avec E2A dans les cellules 
érythrocytaires, mais aussi avec les protéines HEB et E2-2 de la même famille. D'ailleurs, 
ma purification par T AP-T AG suggère plutôt que HEB serait le partenaire principal de SCL 
dans la lignée érythrocytaire (voir Annexe 1). 
L'identification du co-répresseur ET02 au sem du complexe SCL représente la 
plaque tournante de mon projet. La découverte d'ET02 m'a permis de révéler un nouveau 
mécanisme de contrôle transcriptionnel basé sur le ratio stœchiométrique activateurs/co-
répresseurs. En liant le complexe SCL, et vraisemblablement d'autres cibles, ET02 
gouverne la transition prolifération/différenciation des précurseurs érythrocytaires. Ensuite, 
l'étude de la fonction d'ET02 dans les cellules souches révèle qu'elle occupe une place 
centrale dans l'auto-renouvellement, principalement en bloquant les voies de 
différenciation. L'analyse protéomique non biaisée des complexes SCL s'est donc avérée 
pertinente et révélatrice de la régulation transcriptionnelle et la biologie du système 
hématopoïétique. 
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4.1 Les complexes SeL/ET02 dans l'érythropoïèse 
4.1.1 Identification de nouveaux partenaires aux fonctions variées 
Mon analyse des complexes SeL dans la lignée érythrocytaire visait l'identification 
de complexes SCL dans des cellules non-différenciées et différenciées. La purification de 
complexes physiologiques et l'analyse subséquente en spectrométri~ de masse a permis de 
révéler plusieurs nouveaux partenaires dynamiques, dont les fonctions sont associées à la 
transcription, la modification de la chromatine et la réparation de l'ADN. Outre la 
purification de complexes publiée [voir chapitre 2 (Goardon et al., 2006)], j'ai aussi 
effectué une seconde purification selon la méthode du tandem affinity purification-tag 
(TAP-TAG; voir annexe 1). Cette purification dans des cellules TF-1 non différenciées m'a 
permis de confirmer les partenaires identifiés avec une autre approche en plus d'en 
identifier de nouveaux. 
4.1.1.1 Les protéines E et les complexes SeL 
Mon étude de SCL dans les cellules érythrocytaires démontre pour la première fois 
qu'E2A n'est pas l'unique partenaire d'hétérodimérisation de SCL dans cette lignée 
(chapitre 2; (Goardon et al., 2006) et annexe 1). En effet, les études antérieures des 
complexes SCL de la lignée érythrocytaire n'ont pas été faites dans un contexte d'analyse 
globale, mais plutôt en vérifiant la présence ou l'absence de partenaires sélectionnés. Dans 
tous les cas rapportés dans la littérature, seulement la protéine E2A est analysée, expliquant 
probablement pourquoi il s'agit du seul partenaire de SCL décrit dans cette lignée. Notre 
analyse par spectrométrie de masse nous a permis de révéler que HEB est un partenaire de 
SCL aussi important qu'E2A, sinon plus. En effet, à la lumière de ma purification TAP-
TAG (annexe 1), l'abondance de HEB au sein du complexe est plus importante que celle 
d'E2A et E2-2, ce dernier étant minoritaire. Ces différences d'affinité entre SCL et les 
protéines E avaient déjà été démontrées par des analyses de yeast-two-hybrid, concluant 
que la protéin~ E2-2 présentait l'interaction la moins forte (Goldfarb et al., 1996). Notre 
160 
laboratoire a aussi démontré que la perte de HEB affecte légèrement plus la fonction 
érythrocytaire que la perte de E2A (Desrosiers et al., 2008). Cette étude, ainsi que mon 
analyse en spectrométrie de masse, mettent bien en évidence le rôle de HEB dans le 
complexe SCL et la différenciation érythrocytaire. Il est possible que l'interaction avec 
chacune des protéines E apporte une flexibilité au complexe. L'échange avec différents 
partenaires protéines E permettrait une régulation fine du complexe, à l'instar du contrôle 
apporté par l'échange des protéines GATA-I et GATA-2. 
4.1.1.2 Les modificateurs de la chromatine et les autres protéines nouvellement 
identifiées 
L'analyse a aussi permis de révéler la présence de modificateurs de la chromatine, 
, 
plus particulièrement des protéines aux pouvoirs acétylants (TRRAP et BRDl) et 
, 
désacétylants (HDAC 1 et HDAC2). Il est intéressant de constater que les protéines 
acétylantes, associées à l'activation transcriptionnelle, sont retrouv~es abondamment avec 
le complexe SCL dans les cellules différenciées; tandis que les protéines dés~cétylantes 
sont majoritaires dans les cellules non-différenciées, suggérant qu~ les co-facteurs soient 
échangés au cours de la maturation cellulaire. 
J'ai aussi révélé la présence des protéines de type Sequence-Specifie Single-
Stranded DNA Binding Protein (SSDP ; voir Chapitre 2 et Annexe 1). La protéine SSDPI 
possède une activité transcriptionnelle dont la fonction précise n'a pas encore été définie 
. (Wu, 2006). Il est intéressant de noter que SSDPI interagit avec LDBI chez les 
mammifères et la drosophile (van Meyel et al., 2003; Chen et al., 2002). Chez cette 
dernière, l'interaction de SSDPI et Chip, l'homologue de LDBI, est déterminante pour le 
1 
développement des ailes (Chen et al., 2002), suggérant l'importance de cette interaction 
pour les processus de différenciation. À la lumière de ces obseniations, je suggère que 
SSDPI soit recruté au complexe SCL via LDBl, pouvant ainsi réguler la fonction du 
complexe dans la différenciation érythrocytaire (Xu et al., 2007). 
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Au cours de mon analyse TAP-TAG, j'ai identifié la présence des facteurs EF-1a et 
HSP73. Le facteur EF-1a est une sous-unité du complexe traductionnel d'élongation EF-1 
et est impliqué dans l'ancrage de l'ARNt-aminoacyl au site A du ribosome. Ce facteur est 
principalement retrouvé au niveau du cytoplasme. Toutefois, il peut aussi être nucléaire où 
il interagirait avec la protéine doigt de zinc ZPR1, lui conférant des fonctions dans le 
contrôle de la prolifération cellulaire (Ejiri, 2002; Gangwani et al., 1998). La protéine 
ZPR1 est localisée dans le cytoplasme des cellules quiescentes, puis transloquée au noyau 
suite au traitement avec des agents mitogènes (Galcheva-Gargova et al., 1996). La perte ou 
la diminution de fonction de ZPR1 engendre des défauts de la transcription, de la synthèse 
d'ADN, conduisant à l'accumulation de cellules en phase G,-G2 du cycle cellulaire 
(Gangwani, 2006). Son interaction avec le facteur EF -1 a est essentielle pour la progression 
normale du cycle cellulaire (Gangwani et al., 1998). La présence d'EF-1a au sein du 
complexe SCL suggère que le contrôle prolifératif exercé par le complexe puisse se faire en 
partie par sa liaison avec EF -1 a. Toutefois, la pertinence de cette interaction pour les 
érythrocytes et le système hématopoïétique devra être validée, entre autre, par une 
meilleure caractérisation de l'interaction et des études de gain et perte de fonction. 
La protéine HSP73 (Heat Shock Protein) est exprimée dans la plupart des tissus, à 
tous les stades de développement. Elle fait partie de la grande famille de chaperonnes 
HSP70. Cette famille lie les polypeptides naissants afin d'assurer leur repliement et agit 
aussi comme A TPase dans le démantèlement des vésicules de clathrine durant le transport 
des composants membranaires à travers la cellule. Un signal de localisation nucléaire 
pennet à la protéine de se retrouver au noyau où elle est possiblement impliquée dans le 
maintien des structures protéiques (Tsukahara and Maru, 2004), justifiant pourquoi j'ai pu 
la trouver associée aux complexes SCL nucléaires. Lam et ses collègues ont démontré que 
la différenciation érythrocytaire corrèle avec une augmentation des niveaux d'ARNm de 
HSP73 dans la lignée érythroleucémique K562 (Lam et al., 2000). Le blocage de la 
différenciation par la surexpression de Notch inhibe cette augmentation, sans toutefois 
affecter les niveaux de SCL ou GA TA-1. La modulation des niveaux de HSP73 pourrait 
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affecter le comportement du complexe SCL et ainsi directement affecter la différenciation. 
Il est possible que HSP73 optimise l'effet du complexe en préserv~t le bon repliement des 
protéines, un mécanisme suggéré par la protection que confère cette protéine aux agents 
toxiques. Le groupe de Pasquet a démontré que la surexpression d~ HSP70, de la même 
famille que HSP73, confère la résistance à l'imatinib (Pocaly et al., 2007), un agent utilisé 
dans le traitement des leucémies CML (chronic myeloid leukemia). pe plus, ils ont observé 
que les cellules de patients résistants à l'imatinib présentent, d'importants niveaux 
d'expressions de HSP70, suggérant que HSP70 fait partie de la voie moléculaire 
responsable de la résistance à l'imatinib, possiblement en protégeant la structure des 
protéines. HSP73 pourrait agir à titre de protecteur du complexe SÇL afin de préserver ses 
fonctions. 
Afin de valider la spécificité d'interaction de HSP73 et EF-Iu avec le complexe 
SCL, j'ai effectué un essai de liaison sur le promoteur de la glycophorine A (données non 
présentées). Mes résultats suggèrent que la liaison de HSP73 ou de EF-lu au complexe' 
SCL n'est pas spécifique au complexe SCL, puisque je détecte leur présence sur un 
promoteur de la GPA sauvage et muté,' non lié par le complexe SCL (données non 
montrées). Conséquemment, il se pourrait que la liaison de HSP73 ou de EF-lu au 
complexe SCL soit indépendante de leur liaison au promoteur de la'glycophorine A ou soit 
simplement artéfactuelle. Le facteur EF -1 u est la protéine la pfus abondante dans les 
cellules: elle représente de 1 à 2 pourcents des extraits protéiqu~s totaux. Il sera donc 
important de vérifier leur présence au sein du complexe SCL sur;d'autres promoteurs et 
d'évaluer si elles ont des fonctions sur les complexes libres dans la cellule. 
4.1.1.3 L'identification de ET02, un co-répresseur affectant plusieurs sphères 
hématopoïétiques 
Parmi les nouveaux candidats identifiés par spectrométrie de masse se trouve le co-
répresseur transcriptionnel ET02. Mes recherches ont permis de démontrer que cette 
protéine, d'abord isolée dans un contexte leucémique, s'avère être un régulateur important 
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de l'hématopoïèse normale. À l'instar de SeL, ET02 module les fonctions biologiques des 
cellules souches et des cellules érythrocytaires. Grâce à cette découverte, il est maintenant 
possible de connecter les réseaux protéiques de SeL et ET02 (voir Figure 4-1) et d'avoir 
une meilleure vue d'ensemble des régula,teurs hématopoïétiques. Étant donné qu'ET02 est 
une plateforme de recrutement de modificateurs de la chromatine, sa présence au sein du 
complexe SeL permet l'ancrage de nombreux co-répresseurs, dont on ne connaissait pas 
encore les mécanismes de recrutement. 
Famille ETO 
~~, modificateurs chromatine 
facteurs de transcription 
Protéine Kinase 
Figure 4-1. Interaction des réseaux protéiques ET02 et SCL 
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Le complexe SCL interagit avec ET02 par l'intermédiaire de HEB ou E2A, rendant 
possible l'interaction avec plusieurs modificateurs de la chromatine, tels les HDACs. 
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4.1.1.4 ET02 gouverne la différenciation et la prolifération des cellules 
érythrocytaires 
Mes recherches montrent qu'ET02 stimule la prolifération des progéniteurs en 
réprimant les gènes associés avec l'arrêt du cycle cellulaire (p2i et Gfi-ib). Simultanément, 
ET02 réprime des gènes associés à la différenciation cellulaire, dont les promoteurs sont 
liés par le complexe SCL (voir modèle en Figure 4-2). Cette double action permet à la fois 
d'inhiber la différenciation et de stimuler la prolifération des pro géniteurs érythrocytaires. 
Étant donné que les érythrocytes matures ne prolifèrent plus et qu~ils possèdent un court 
temps de vie, leur nombre dépend directement de la quantité de progéniteurs produits. En 
coordonnant la différenciation et la prolifération des progéniteurs, ET02 contribue donc à 
l'homéostasie de la lignée érythrocytaire. Concurremment à notre identification d'ET02, le 
groupe du Dr. Porcher analyse aussi la composition des complexes SCL et fait la même 
découverte (Schuh et al., 2005). Leur étude apporte aussi des évidences qu'ET02 bloque la 
différenciation érythrocytaire, sans toutefois démontrer l'effet sur la prolifération. Ces 
découvertes indépendantes confirment hors de tout doute le rôle d'ET02 au sein du 
complexe SCL et son importance pour la lignée érythrocytaire. 
progéniteur 
érythrocytaire 
Absence de 
transcription 
Histones 
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gènes de 
différenciation: 
Glycophorine A 
P4.2 
a-globin 
gènes 
anti-prolifératifs: 
p21 
Gfi-1 b 
érythrocyte 
mature 
Figure 4-2. ET02 régule la prolifération et la différenciation des cellules érythrocytaires 
Le ratio co-répresseurs/activateurs (ET02/SCL) dans les pro géniteurs est plus important 
que dans les cellules différenciées, empêchant ainsi l'expression des gènes de 
différenciation et de prolifération sous le contrôle des complexes SCL. Par contre, ce ratio 
est inversé dans les cellules plus matures, permettap.t l'expression des gènes 
érythrocytaires. 
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4.1.1.5 L'occupation d'ET02 aux promoteurs diminue avec la différenciation 
Au cours de la différenciation des érythrocytes, la présence d'ET02 au sein du 
complexe SCL diminue. Le mécanisme par lequel la présence d'ET02 diminue n'est pas 
clair. Il est possible qu'il s'agisse simplement d'une baisse d'expression du messager 
ET02, tel qu'observé dans les cellules érythrocytaires en différenciation (voir chapitre 2, 
figure S2). J'ai de plus noté que la surexpression d'ET02 dans les 'cellules TF -1 abaissait 
les niveaux d'expression protéique de SCL (voir annexe II). Tel que discuté dans 
l'introduction, ces boucles de régulation croisée permettent un ajustement précis des 
programmes génétiques. En régulant négativement SCL, ET02 privilégie les ratios co-
répresseurs/activateurs et renforce ainsi sa fonction biologique. 
La diminution d'ET02 au promoteur pourrait aussi résulter de modifications post-
traductionnelles altérant ses options d'interaction. Il est connu que l'acétylation de SCL par 
le co-activateur P/CAF favorise son interaction avec p300lCBP et est requise pour la 
différenciation érythrocytaire (Huang et al., 1999; Huang et al., 2000). Également, la 
protéine AMLl-ETO, par, le recrutement de HDACs, empêche l'acétylation de GATA-l, 
provoquant le blocage de son activité transcriptionnelle et de la différenciation 
érythrocytaire (Boyes et al., 1998; Hung et al., 1999). L'acétylation des protéines est donc 
un thème récurrent dans la régulation du complexe SCL et la différenciation érythrocytaire. 
Mes études en spectrométrie de masse n'ont toutefois pas permis de constater de 
changement dans l'état de la protéine ET02 au cours de la différenciation. Un protocole de 
spectrométrie de masse optimisé pour détecter les modifications post-traductionnelles 
(phosphorylation, acétylation, méthylation et ubiquitination) permettrait de répondre à cette 
question. 
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4.1.1.6 La répression par ET02: un modèle d'échange ou de ratios 
stoichiométriques ? 
Le recrutement de modificateurs de la chromatine aux complexes transcriptionnels 
permet d'activer ou de réprimer la transcription. L'étude du comportement des récepteurs 
nucléaires d'hormones a permis d'élaborer un modèle d'échange de co-facteurs [revu par 
(Perissi and Rosenfeld, 2005)]. Brièvement, ce modèle classique. repose sur le principe 
, 
d'échange entre les facteurs de répression, tels les HDACS, et les facteurs d'activation, tels 
les HAT, expliquant les transitions entre les états répressifs et activateurs des complexes 
1 
transcriptionnels. Ce modèle classique est d'ailleurs très bien appuyé par l'exemple 
d'AML1-ETO. Dans les cellules leucémiques, l'interaction entre, le co-activateur p300 
(HAT) et les protéines E serait échangée pour l'interaction AML 1-ETO/protéine E, par des 
1 
résidus proximaux du domaine AD1 des protéines E et le domaine:NHR1 de ETO. Ainsi, 
les protéines E échangent le partenaire p300 pour AML1-ETO, permettant la répression 
transcriptionnelle des gènes-cibles de E2A (Zhang et al., 2004a).· À la lumière de cette 
obser.vation, le groupe de Porcher a vérifié si la répression par ET02 résultait aussi de la 
perte de l'interaction des protéines E/p300 (Schuh et al., 2005). Toutefois, p300 n'a pas été 
détecté dans leur essai, ni dans notre analyse en spectrométrie de masse, suggérant que 
d'autres co-activateurs comme ceux que nous avons identifiés (TRRAP et BRD1) sont à la 
base de l'activation transcriptionnelle et qu'il ne s'agit pas nécE;ssairement du modèle 
classique d'échange. 
À la lumière des expériences que j'ai réalisées, je propose pl,utôt que les complexes 
SCL obéissent plus aux lois de la stœchiométrie qu'au modèle de l'échange des co-facteurs. 
En effet, j'ai observé la présence d'ET02 dans les complexes SCL dans les cellules 
différenciées et non différenciées, et ce, tant au sein de complexes fixés à leurs gènes-cibles 
(capture in vitro à l'ADN et ChIP) ou libres dans la cellule (TAP-TAG et SCL-biotinylé). 
La différence entre les cellules différenciées et non différenciées reposent sur l'abondance 
relative des protéines. Au cours de la différenciation, l'occupation d'ET02 (co-répresseur) 
sur les promoteurs érythrocytaires diminue, tandis que celles de HEB et SCL (activateurs) 
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augmentent. Bien que je n'aie pas établi le seuil exact d'activation:transcriptionnelle, mes 
observations basées la liaison au promoteur in vitro (capture: à l'ADN) 'et in vivo 
(immunoprécipitation de la chromatine) suggèrent que les variations de stœchiométrie 
entre les co-répresseurs et les activateurs dirigent l'activation transcriptionnelle. Je ne réfute 
toutefois pas totalement le modèle d'échange classique. En effet, cette variation de 
stoichiométrie pourrait résulter en un échange de HDACs, observée dans les cellules 
immatures, contre des HAT (cellules différenciées). L'analyse d'autres complexes 
transcriptionnels comprenant à la fois des activateurs et des répresseurs pennettra de 
supporter notre modèle où le dosage de chacun des éléments' détermine la réponse 
transcriptionnelle. 
4.2 ET02 et les cellules souches 
La surexpression d'ET02 dans des cellules de la moelle osseuse m'a pennis de 
, 
révéler la fonction d'ET02 sur l'auto-renouvellement des cellules souches. En bloquant la 
différenciation, ET02 arrive à fenner la valve de ce compartimen~ qui ne peut alors plus 
s'échapper vers d'autres lignées, créant ùne congestion de cellules souches dans la moelle 
osseuse. Il est intéressant de constater que 'la fusion AMLl-ETp engendre des effets 
similaires, soit l'expansion des cellules immatures et le blocage de la différenciation 
(Elagib and Goldfarb, 2007). Dans le cas d' AML 1-ETO, le blobage affecte toutes les 
lignées sanguines (de Guzman et al., 2002; Fenske et al., 2004), avec un effet prédominant 
sur la voie granulocytaire (Ahn et al., 1998; Westendorf et al., 1998; Kohzaki et al., 1999; 
Burel et al., 2001; Shimada et al., 2002). Tout comme la surexpression d'ET02, 
l'expression de AML 1-ETO dans une population enrichie en cellules souches ne produit 
pas de leucémies, mais stimule la prolifération des cellules souch~s et des progéniteurs, 
conduisant à l'apparition de blasts dans le sang et la moelle osseuse (de Guzman et al., 
2002; Fenske et al., 2004). La grande similitude des phénotypes ET02 et AMLl-ETO 
suggère que les protéines ETOs contribuent fortement au phénotype AML1-ETO et le 
développement des leucémies. De plus, les deux protéines de fusion AMLl-ETO ou 
AML1-ET02 comprennent les protéines complètes d'ETO, sJggérant que tous les 
170 
domaines d'ETO soient importants pour l'expansion des cellules souches et, 
subséquemment, pour le développement des leucémies. 
Les cellules AMLs proviendraient des cellules souches hématopoïétiques (Bonnet 
and Dick, 1997; Miyamoto et al., 2000), suggérant que leur expansion par AMLI-ETO 
représente un premier événement dans l'évolution de la maladie, puisque d'autres 
événements collaborateurs seront ensuite nécessaires pour le développement de la maladie. 
L'effet d'expansion d'ET02 dans les cellules souches appuie fortement ce concept de la 
cellule souche cancéreuse. Mes analyses confirment aussi les résultats d'expression 
globales montrant que la plupart des gènes exprimés différentiellement suite à l'exposition 
d' AML 1-ETO ne correspondent pas à des gènes-cibles de AML 1 (Shimada et al., 2000; 
Dunne et al., 2006). Je propose donc que la nature combinatoire des protéines ETOs, 
permette leur association avec plusieurs facteurs de transcription, dont SCL et E2A/HEB, 
provoquant le chamboulement de l'expression d'une multitude de programmes génétiques. 
4.2.1 Perspectives: démontrer qu'ET02 affecte réellement les cellules 
souches 
La cellule souche hématopoïétique est définie selon trois caractéristiques: 1) son 
potentiel prolifératif élevé, 2) son auto-renouvellement et 3) son potentiel de se différencier 
en toutes les lignées hématopoïétiques. Trop souvent, les analyses fonctionnelles des 
cellules souches sont uniquement basées sur cette troisième propriété. Cette interprétation 
hâtive que les effets observés dans les lignées matures reflètent nécessairement le 
compartiment des cellules souches introduit un biais important dans notre compréhension 
de la biologie des cellules souches. En effet, comment distinguer un effet qui a lieu dans les 
progéniteurs multi-potents ou les cellules souches, uniquement en mesurant le pouvoir de 
reconstitution en cellules matures? Idéalement, l'étude des cellules souches devraient 
toujours reposer à la fois sur le potentiel de différenciation, mais aussi sur des marqueurs 
phénotypiques distinguant les cellules souches des progéniteurs. Les récepteurs de surface 
LIN, C-KIT, SCA-l et les Signaling Lymphocyte Activation Molecule (SLAM; dont 
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CD 150 et CD48) sont très utiles à cette fin. Par exemple, une cellule sur trois de type LIN-
CD48- et CD150+ (ou LIN-SLAM) est capable de reconstituer à long terme un hôte irradié; 
cette population est donc considérée comme hautement enrichie en cellules souches (Kiel et 
al.,2005). 
Afin d'affirmer qu'ET02 affectait bien les cellules souches, j'ai étudié les cellules 
LIN-SLAM, une population hautement enrichie en cellules souches (Kiel et al., 2005). 
Toutefois, comme ET02 bloque la différenciation, je n'ai pu utlIiser leur potentiel de 
différenciation comme critère afin de confirmer que l'effet sur de LIN-SLAMs résulterait 
en une reconstitution augmentée en cellules matures. Afin de démontrer qu'ET02 
augmente l'auto-renouvellement des cellules souches et non seulement la prolifération des 
cellules KSL ou des LIN-SLAM, il sera important de démontrer fonctionnellement que les 
cellules affectées ont le potentiel de se différencier suivant la diminution des niveaux 
d'ET02. L'utilisation d'ARJ\Jsh dirigés contre ET02 permettra d'abaisser ses niveaux et 
libérera possiblement le potentiel de différenciation des cellules souches. Alternativement, 
l'utilisation d'inhibiteurs des HDACs, comme le sodium butyrate, permettra d'inhiber la 
fonction répressive d'ET02 et révélera le potentiel de différenciation des cellules souches. 
Cette approche déjà utilisée avec succès pour démontrer l'importance du recrutement des 
HDACs dans le blocage de différenciation par AMLI-ETO (Wang et al., 1999) aurait aussi 
l'avantage de démontrer que l'effet d'ET02 sur l'auto-renouvellement et la différenciation 
provient de sa capacité à recruter les HDACs. 
4.2.2 ET02 et les voies potentielles pour promouvoir l'auto-
renouvellement 
J'ai démontré qu'ET02 stimulait l'auto-renouvellement des cellules souches, 
principalement en bloquant la différenciation des lignées myéloïdes, lymphoïdes et méga-
érythrocytaires. Le chapitre 2 présente la mécanistique par laquelle ET02 inhibe la voie 
érythrocytaire. Toutefois, les mécanismes par lesquels ET02 bloque les voies myéloïdes et 
lymphoïdes demeurent encore obscurs (chapitre 3). En comparant les phénotypes ET02 
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avec ceux de facteurs impliqués dans la différenciation et l'auto~renouvellement, il est 
possible d'identifier des voies moléculaires possibles agissant de concert avec ET02. Dans 
la section suivante, je présente les candidats intéressants, dont le rôle avec ET02 reste à 
confirmer, mais dont plusieurs évidences suggèrent qu'ils agissent au sein de la même voie. 
4.2.2.1 SeL et GATA-1 
Dans les cellules érythrocytaires, ET02 interfère avec la fonction SCL essentielle 
au développement érythrocytaire (chapitre 2). J'ai démontré qu'en liant les complexes SCL 
fixés sur les promoteurs de ses gènes-cibles, ET02 empêche l'activation de la transcription 
et ainsi permet la prolifération des progéniteurs. De plus, j'ai aussi observé qu'ET02 
exerçait un contrôle négatif sur la transcription de Sel (annexe II). En diminuant 
l'expression de Sel et en réprimant l'expression de ses gènes-cibles, ET02 bloque la 
différenciation érythrocytaire. 
Une autre cible érythrocytaire d'ET02 est potentiellement le facteur de transcription 
GAT A -1. Cliniquement, les leucémies associées avec la fusion AML 1-ETO présentent des 
défauts de différenciation érythropoïétique en rapport avec les dysfonctionnements de 
GATA-1 (Yamasaki et al., 1995; Kojima et al., 1998; Schwieger et al., 2002; Fenske et al., 
2004). En conditions normales, la protéine GA TA-l doit être acétylée par le facteur 
p300/CBP afin que la différenciation ait lieu (Boyes et al., 1998; Hung et al., 1999). Par 
contre, en présence de la fusion AMLl-ETO, l'acétylation de GATA-1 n'a pas lieu, ayant 
pour conséquence un blocage de la différenciation (Choi et al., 2006). Un mutant de 
GATA-l acétylé constitutivement est capable de surmonter ce blocage (Choi et al., 2006). 
Comme ET02 est recrutée aux complexes SCL/GA T A (chapitre 2), et donc physiquement 
à proximité de GATA-l, il est possible que les HDACs désacétylent GATA-l, contribuant 
au blocage de la différenciation. Ainsi, ET02 inhiberait la fonction de deux régulateurs clés 
de l'érythropoïèse, SCL et GATA-l, par des mécanismes distincts. 
173 
4.2.2.2 CIEBP-a 
Le facteur de transcription C/EBP-a est un régulateur central de la granulopoïèse 
(Radomska et a1., 1998). Il est exprimé dans les cellules myéloïdes, où il est un régulateur 
de l'expression de plusieurs gènes de différenciation (Tenen et :al., 1997). Les souris 
CIEBP-a-l - meurent au stade embryonnaire ou peu après la naissanc~, dû à un blocage de la 
granulopoïèse et l'accumulation de cellules immatures dans le foie et le sang périphérique, 
t 
des caractéristiques typiques des leucémies AMLs chez l'humain (Zhang et al., 1997). La 
perte conditionnelle de CIEBP-a stimule l'expansion des cellules souches de la moelle 
osseuse (Zhang et a1., 2004b), à l'instar de ce que j'ai observé, avec la surexpression 
d'ET02 (chapitre 3). CIEBP-a et ET02 pourraient donc potentiell~ment agir au sein de la 
même voie moléculaire. De surcroît, la surexpression d'ETO dan~ des pré-adipocytes ou 
d'AML1-ETO dans les cellules hématopoïétiques inhibent la transcription de CIEBP-a 
(Rochford et al., 2004; Westendorf et al., 1998), suggérant que C/EBP-a représente une 
cible de régulation d'ET02. En bloquant l'expres~ion de C/EBP-a, ET02 régulerait 
négativement les gènes associés à la différenciation des granulocytes, expliquant la baisse 
, 
des GMP observée. Je ne peux toutefois pas attribuer à CIEBP-a la baisse des CMP lors de 
la surexpression d'ET02 (chapitre 3), puisque la perte de fonction :de CIEBP-a n'entraîne 
pas de diminution des CMP, seulement des GMP. Il sera important de vérifier les niveaux 
d'expression de CIEBP-a dans les cellules surexprimant ET02 afin de vérifier si ses 
niveaux sont abaissés. Il est aussi possible qu'ET02 contrôle d'autres gènes myéloïdes, tels 
qùe PU.1, dont l'interaction avec ET02 restent à élucider. 
4.2.2.3 E2A/HEB 
ET02 est recrutée au complexe SCL via son interaction directe avec les protéines E 
(Chapitre 2), suggérant que la surexpression d'ET02 interfère direc,tement avec la fonction 
des protéines E. Le groupe de Roeder a d'ailleurs démontré qu'un des mécanismes 
1eucémogéniques d'AML1-ETO était la perte de fonction des protéines E (Zhang et a1., 
2004a). Les protéines E sont des régulateurs essentiels pour le développement des cellules 
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B et T. Lors de la surexpression d'ET02, je n'observe pas de baisse significative des CLPs, 
corrélant avec un niveau d'expression d'ET02 endogène plus fort que dans les autres 
progéniteurs (chapitre 3). Ces observations suggèrent qu'ET02 n'est pas un déterminant 
des CLPs. Par ailleurs, la surexpression d'ET02 entraîne un blocage plus tardif des voies 
lymphocytaires, comme en témoigne l'absence de cellules lymphocytaires matures dans le 
sang. Je propose que cet effet soit principalement causé par la liaison d'ET02 sur les gènes-
cibles d'E2A et HEB ou par la séquestration de ces facteurs dans les cellules en maturation. 
1 
Selon notre modèle érythrocytaire, le blocage de la différenciation ne passerait pas par une 
séquestration des protéines La perte de fonction de E2A entraîne une baisse des CLP 
fonctionnelle et des cellules matures (Borghesi et al., 2005). Je propose que les CLPs ne 
, 
soient pas affectés par la surexpression d'ET02 dû à l'absence d'autres facteurs requis pour 
la répression par ET02. Par contre, ces facteurs seraient présents dans les cellules plus 
matures, permettant la répression par ET02. Je propose donc qu'en fonction du contexte 
cellulaire, ET02 lie les protéines E fixées sur la chromatine, les convertissant en 
répresseurs transcriptionnels. 
4.2.2.4 Notchl et Wnt 
Notch est un récepteur membranaire, dont les ligands sont aussi des protéines 
membranaires: Jagged-l, Jagged-2 et delta. Suite à la liaison de son ligand, la partie 
intracellulaire de Notch est clivée par protéolyse, puis transloquée au noyau où Notch peut 
agir à titre de facteur de transcription. Le ligand Jagged-l est fortement exprimé dans les 
ostéoblastes, tandis que Notch est exprimé dans les cellules souches (Calvi et al., 2003). Le 
rôle de Notch au sein du système hématopoïétique se situerait donc principalement au 
niveau de la niche hématopoïétique. La surexpression d'ET02 dans les cellules de la 
moelle osseuse ressemble étrangement à la surexpression du récepteur Notchl, à la 
différence que l'expansion opérée par Notchl soit de moins grande envergure (Stier et al., 
2002). Tout comme ET02, Notchl bloque la différenciation et provoque l'apparition de 
HPP (voir chapitre 3), sans modifier la prolifération des cellules souches. D'ailleurs, au 
niveau des cellules érythrocytaires, l'activation constitutive de Notch entraîne le blocage de 
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la différenciation érythrocytaire et suggère qu'ET02 et Notch soient impliqués dans la 
même voie (Lam et al., 2000). Tel qu'exposé précédemment, le blocage de la 
différenciation par Notch corrèle avec une diminution de HSP73, un partenaire identifié par 
le TAPTAG (annexe 1). Il est possible qu'ET02 active la voie Notch qui à son tour inhibe 
HSP73, affectant directement le complexe SCL et, ainsi, la différenciation érythrocytaire. 
Des recherches chez la drosophile ont permis de démontrer que l'expression de 
ETO amplifie les signaux Notch (Wildonger and Mann, 2005). De plus, des analyses 
d'expression globale indiquent que la fusion AMLI-ETO stimule l'expression de Notchl, 
ainsi que celle de Wnt (Alcalay et al., 2003), une autre voie de signalisation impliquée dans 
l'auto-renouvellement des cellules souches. La voie Wnt promeut la prolifération des 
cellules souches hématopoïétiques (Reya et al., 2003; Willert et al., 2003), tandis que la 
signalisation par Notch réprime les programmes de différenciation (Duncan et al., 2005). 
Je propose donc qu'ET02 favorise l'expansion des cellules souches en activant 
indirectement l'expression des composants des voies de signalisation Wnt et Notch. Par 
exemple, si ET02 réprime la transcription de régulateurs négatifs des voies Notch ou Wnt, 
cela pourrait favoriser ces voies de signalisation et, ainsi, contribuer à l'auto-
renouvellement des cellules-souches. Afin de vérifier cette hypothèse, des an~lyses de ChIP 
on ChIP avec ET02 permettraient un survol global des gènes-cibles d'ET02 et 
l'identification d~ régulateurs des voies Notch ou Wnt. Afin de mieux comprendre les effets 
d'ET02 sur l'auto-renouvellement, il est essentiel de définir quelles sont les voies de 
signalisation impliquées. 
4.2.2.5 p21 
La majorité des cellules souches de la moelle osseuse réside dans un état de 
quiescence (Fleming et al., 1993; Gothot et al., 1997; Leemhuis et al., 1996; Randall and 
Weissman, 1997). Le groupe de Scadden a clairement démontré le rôle de p21 dans les 
CSH en tant que gardien de la quiescence cellulaire (Cheng et al., 2000). En absence de p2i 
et sous conditions homéostatiques, la prolifération des CSH est augmentée spécifiquement 
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dans cette population. Toutefois, suite à des injures myelotoxiquesou des transplantations 
secondaires, les souris p2rl - meurent plus facilement, dû à une déplétion des cellules 
hématopoïétiques. Ces analyses suggèrent que p21 restreint. l'entrée des cellules 
q~iescentes dans le cycle cellulaire, les protégeant ainsi d'une déplétion prématurée. Ainsi, 
chez l'humain, il a été démontré que des cellules primitives (CD36\~D38-) déficientes pour 
p21 subissent une expansion in vitro et in vivo, contrairement aux cellules contrôles qui 
déclinent (Stier et al., 2003). Ces évidences chez la souris et l'humain supportent un rôle 
pour p21 dans la régulation de la quiescence. 
Dans le chapitre 2 (Goardon et aL, 2006), je démontre qu~ET02 inactive le gène 
p2I dans les progéniteurs érythrocytaires. De plus, l'expansion des cellules souches que 
1 
j'observe (chapitre 3) ressemble à l'effet de la perte de p21 sur les cellules souches en 
conditions homéostatiques, ~uggérant que p21 et ET02 agiraient dans la même voie. Afin 
de vérifier cette hypothèse, j'ai mesuré si l'expansion des cellules ~ouches par ET02 était 
affectée en absence de p21. Si l'inactivation de p21 est un événement important pour 
promouvoir l'expansion, je ne devrais donc pas constater de différences entre les cellules 
surexprimant ET02 et les cellules contrôles p21-1-. Je présente en annexe III que 
l'expansion in vitro des KSL par ET02 est amoindrie dans les cellules p2 rl- bien que 
supérieure au contrôle. Je propose donc qu'ET02 inactive le gène p21, mais que d'autres 
cibles non identifiées soient aussi importantes afin de reproduire l'expansion d'ET02. Cette 
relation ET02/p21 suggère que l'auto-renouvellement causé par ET02 implique un blocage 
de la quiescence, soit en forçant les cellules quiescentes à entrer dans le cycle cellulaire, 
soit en prévenant les cellules actives à entrer en quiescence. Seloq le modèle de stabilité 
clonale, la population de cellules souches contribuant aux cellules matures est très 
1 
dynamique. Une fois activés, des clones stables peuvent s'expandre,' puis retourner dans un 
, 
état de quiescence (McKenzie et al., 2006). En régulant négativement l'expression de p2I, 
tel que montré dans les cellules érythrocytaires (chapitre 2), ET02 devient ainsi un 
régulateur indirect de la quiescence. 
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4.2.2.6 GFI-l et GFI-lb 
ET02 interagit directement avec les protéines à doigt de zinc GFI -1 et GFI -1 b, 
associées à la répression transcriptionnelle (McGhee et al., 2003; Schuh et al., 2005). Les 
protéines GFI reconnaissent la même séquence d'ADN et leur patron d'expression 
mutuellement exclusif suggère que leur fonction au sein du système hématopoïétique est 
complémentaire. Alors que GFI -1 b est exprimé dans la lignée méga-érythrocytaire, GFI-1 
est exprimée dans les neutrophiles, les cellules pré-B et pré-T (Karsunky et al., 2002; Hock 
et al., 2003; Saleque et al., 2002). Contrairement à leur patron exclusif dans les différentes 
lignées du système hématopoïétiques, toutes deux sont exprimées dans les cellules souches 
hématopoïétiques (Phillips et al., 2000; Osawa et al., 2002; Hock et al., 2004; Zeng et al., 
2004). Toutefois, les pertes de fonction de GFI-1 et GFI-1b démontrent que seul GFI-1 y 
jouerait un rôle crucial (Hock and Orkin, 2006). En arrêtant la prolifération des cellules 
souches, GFI-l permet aux cellules de rester en état de quiescence et ainsi de préserver le 
pool de cellules souches pour une plus longue période (Hock et· al., 2004; Zeng et al., 
2004). Ce faisant, GFI-1 favorise ainsi leur auto-renouvellement, par opposition à leur 
différenciation et extinction. Les défauts dés cellules souches GFI-rl- ne sont d'ailleurs 
observables qu'en transplantation sérielle où l'auto-renouvellement des cellules est 
fortement mis à l'épreuve. Ce phénotype d'épuisement des cellules souches ressemble 
énormément à celui causé par la perte de p21 (Cheng et al., 2000). Le messager de p21 est 
diminué dans les cellules GFI- rl- (Hock et al., 2004) qui sont principalement retrouvées 
dans la phase GO du cycle cellulaire (Zeng et al., 2004), tel qu'observé pour les cellules 
p2I. GFI -1 et p21 font possiblement partie de la même voie. 
Quant à GFI-1 b, il est essentiel pour le développement des lignées érythro-
mégakaryocytaires (Saleque et al., 2002). En réprimant l'expression de Gji-l b dans les 
progéniteurs érythrocytaires, ET02 permet l'expansion de ces cellules au détriment de leur 
différenciation [chapitre 2 :(Goardon et al., 2006)]. En plus de ce contrôle transcriptionnel, 
1 
ET02 interagit directement avec GFI -1 b dans les précurseurs érythrocytaires (Schuh et al., 
2005), suggérant que les complexes SCLlET02/GFI -1 b répriment les gènes de 
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différenciation. L'interaction de GFI-1 b et ET02 pourraient renforcer mutuellement leur 
pouvoir de répression transcriptionnelle des gènes cibles de SCL. Donc, ET02 affecte la . 
fonction GFI -1 b sur les plans transcriptionnels et protéiques. 
Comme les protéines GFI-1 sont des répresseurs, leur interaction avec le co-
répresseur ET02 suggère le renforcement des fonctions répressives de GFI-1b dans la 
lignée érythrocytaire. Par contre, au niveau des cellules souches, puisque la surexpression 
d'ET02 et la perte de fonction de GFI-l favorisent toutes deux l'auto-renouvellement, 
ET02 pourrait par exemple séquestrer GFI-I en l'empêchant d'aller ,sur ses gènes-cibles. 
1 
4.2.2.7 Une attaque sur tous les fronts 
Mes recherches dans les cellules érythrocytaires et les cellules souches révèlent 
qu'ET02 affecte à la fois la différenciation et l'auto-renouvellement. J'ai démontré par 
quels mécanismes ET02 bloquaIt l'activité du complexe SCL et la différenciation 
érythrocytaire. Dans les cellules souches, je propose plusieurs mécanismes qui visent à la 
fois le contrôle de gène associés à l'auto-renouvellement (p21, Gfi-I, Wnt et Notch) et de 
voies associées à la différenciation (SCL, GAT A-l, CIEBP-a). La Figure 4-3 présente un 
modèle global d'action d'ET02 au sein du système hématopoïétique. 
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Figure 4-3. ET02 bloque la différenciation et stimule l'auto-renouvellement. 
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En se liant aux facteurs de transcription dirigeant la différenciation ou en réprimant leur 
transcription, ET02 bloque toutes les voies de différenciation possibles des cellules 
souches hématopoïétiques. Simultanément, ET02 active les voies de Notch et Wnt 
associées à l'auto-renouvellement, tandis qu'il réprime la transcription de Gfi-l et p21, 
deux gardiens de la quiescence. 
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Conclusion 
Cette étude avait pour objectif la révélation de nouveaux mécanismes de régulation 
transcriptionnelle. L'utilisation du complexe SCL comme point de départ m'a permis 
d'identifier ET02, un nouveau joueur à large spectre affectant, tout comme SCL, le 
développement des érythrocytes et des cellules souches. L'identification d'ET02 apporte 
plusieurs éléments-clés à notre compréhension globale de la régulation transcriptionnelle 
hématopoïétique et à notre vision de thème récurrent en biologie développementale: la 
transition cellulaire prolifération/différenciation et l'auto-renouvèllement des cellules 
souches. À ce jour, peu de régulateurs aussi versatiles ont été identifiés. 
Avec ses nombreux domaines d'interaction, ET02 crée un pont entre les facteurs 
de transcription et les modificateurs de la chromatine, permettant une régulation précise et 
spécifique de la transcription. J'ai mis en lumière un nouveau mécanisme de régulation 
transcriptionnelle qui ne reposait pas uniquement sur l'échange de co-facteurs, mais sur les 
ratios activateurs/co-répresseurs liés aux séquences régulatrices. La stœchiométrie d'ET02 
au sein des complexes SCL et, possiblement, au sein d'autres complexes détermine 
l'activation ou la répression des programmes génétiques cellulaires. ET02 arrive ainsi à 
orchestrer la différenciation, la prolifération et l'auto-renouvellement. Il s'agit en fait d'un 
des premiers gènes identifiés gouvernant la transition proliférati<;m/différenciation des 
cellules érythrocytaire et l'auto-renouvellement des cellules souches. La diversité cellulaire 
requiert sans nul doute une régulation fine de la transcription et ET02 fait partie des 
régulateurs-clés de la transcription hématopoïétique. 
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ANNEXES 
Annexe 1 : Purification de complexes SeL par la méthode du 
TAP-TAG 
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A) Buvardage de Western montrant l'expression de SCL, la protéine de fusion SCL-TAP et 
du TAP seul dans les cellules TF-1 infectées avec MSCV SCL-TAP ou MSCV TAP. B) 
Gel de protéine colorée au nitrate d'argent obtenu suite à la purification TAP. C) Résultats 
de spectrométrie de masse des bandes analysées. Le pourcentage de couverture représente 
l'abondance des peptides retrouvés pour chaque protéine, normalisé par rapport à l'appât 
SCL. 
Annexe II : La surexpression d'ET02 induit une diminution 
des niveaux protéiques de SeL . 
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A) Les cellules TF-I transduites avec le vecteur rétroviral contrôle MSCV ou ET02 ont été 
analysées par buvardage de western pour l'expression d'ET02, SCL, HEB et le contrôle 
PTPID. B) Les niveaux protéiques ont été déterminés par densitométrie, puis rapportés sur 
les niveaux de PTPID. 
Annexe III : L'expansion des cellules souches provoquée par 
ET02 est amoindrie dans un fond génétique nul pour p21 
A) 
cellules moelle osseuse 
p21+/+ 
ou 
p21-/-
B) 
ET02 
~pgkIGFP~ 
~ 
~~~ 
jour 0 
expansion ~ 
in vitro 
Analyse du % de KSL 
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~ 14 
~ 12 
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A) Les cellules de la moelle osseuse p21-1- ou p21 +1+ ont été transduites avec ET02-GFP ou 
GFP seulement, puis gardées 7 jours en culture. Le pourcentage de cellules KSL (c-kit+, 
Sca-l+ et Lin-) a ensuite été déterminé par FACS. B) L'expansion des KSL en présence 
d'ET02 est moins importante dans les cellules p21-1- que dans les cellules contrôles. Le 
graphique présente l'expansion causée par ET02 du jour 0 au jour 7, normalisée par 
rapport à l'expansion du contrôle. 
